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ADVP: Adicto a Drogas por Vía Parenteral
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ANOVA: Analysis Of Variance
APCI: Atmospheric Pressure Chemical Ionization 







CPE: Cloud Point Extraction
CS: Column Switching
CV: Coeficiente de Variación 
DAD: Diode Array Detector 
DLLME: Microextracción Líquido-Líquido Dispersiva
DMT: N,N-Dimetiltriptamina
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FDA: Food and Drug Administration
FLD: Detector de Fluorescencia
FLUOX: Fluoxetina
FLUVO: Fluvoxamina
GC-FID: Gas Chromatography-Flame Ionization Detector
GC-MS: Gas Chromatography-Mass Spectrometry
HF-LPME: Hollow Fiber-Liquid Phase Microextraction
HPLC: High Performance Liquid Chromatography
ICH: International Conference of Harmonization
IMAO: Inhibidores de la Monoaminooxidasa
IRSN: Inhibidores de la Recaptación de Serotonina y Noradrenalina
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LLOQ: Lower Limit of Quantification
LOD: Limit of Detection
LOQ: Limit of Quantification 
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MEKC: Cromatografía Electrocinética Micelar





OEDA: Observatorio Español sobre Drogas y Adicciones
OEDT: Observatorio Europeo de Drogas y Toxicomanías
OMS: Organización Mundial de la Salud
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PCI: Positive Chemical Ionization
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PF: Preconcentration Factor
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SAMHSA: Substance Abuse and Mental Health Services Administration
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SER: Sertralina
SFO: Solidification of Floating Organic droplets
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SNC: Sistema Nervioso Central
SPE: Solid Phase Extraction
SPME: Solid Phase Microextraction
S/R: Relación Señal-Ruido
THC: Cannabis (Tetrahidrocannabinol)
TOF: Time of Flight
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RESUMO
Esta tese de doutoramento describe e desenvolve diferentes aplica-
cións no campo da toxicoloxía forense. As aplicacións céntranse en: 
(i) mostras de plasma e saliva para a determinación de drogas de abu-
so e (ii) mostras de plasma para o control clínico e toxicolóxico de 
antidepresivos.
A preparación da mostra é un paso esencial para os análises toxi-
colóxicos forenses, que normalmente están relacionados con matrices 
biolóxicas complexas e con baixas concentracións de analito. Polo tan-
to, o obxectivo principal é o desenvolvemento de metodoloxías analí-
ticas que impliquen o uso de diferentes técnicas de extracción. como 
a extracción en fase sólida, a extracción líquido-líquido con toxitubos 
e a microextracción líquido-líquido dispersiva axudada con ultrasóns. 
O uso destas técnicas supuxo unha importante evolución para adaptar-
se á cantidade de mostra biolóxica dispoñible, reducir o consumo de 
disolventes orgánicos e acurtar a exposición do analista a substancias 
potencialmente tóxicas. Así, esta etapa supón un enfoque hacia a quí-
mica verde.
Polo tanto, descríbense diferentes métodos analíticos simples, 
económicos e eficaces para resolver os problemas de cada aplicación, 
que inclúen a identificación e cuantificación dos analitos mediante cro-
matografía líquida de alta e/ou ultra resolución (HPLC e/ou UPLC). 
Ademais, unha etapa de optimización é fundamental para establecer 
as mellores condicións experimentais ao aplicar técnicas innovadoras 
de extracción como a microextracción líquido-líquido dispersiva. Neste 
contexto, os deseños de experimentos son estratexias quimiométricas 
que facilitan a obtención desta información, minimizando o tempo, o 
esforzo e os recursos.
 
RESUMEN
Esta Tesis Doctoral describe y desarrolla diferentes aplicaciones en el 
ámbito de la toxicología forense. Las aplicaciones se centran en: (i) 
muestras de plasma y saliva para la determinación de drogas de abu-
so y (ii) muestras de plasma para el control clínico y toxicológico de 
antidepresivos.
La preparación de la muestra es un paso esencial para los análi-
sis toxicológicos forenses, que normalmente están relacionados con 
matrices biológicas complejas y bajas concentraciones de analito. Por 
ello, el objetivo principal es el desarrollo de metodologías analíticas 
que conllevan el empleo de diferentes técnicas de extracción, como la 
extracción en fase sólida, la extracción líquido-líquido con toxitubos y 
la microextracción líquido-líquido dispersiva asistida con ultrasonidos. 
La utilización de estas técnicas ha supuesto una importante evolución 
para adecuarse a la cantidad de muestra biológica disponible, disminuir 
el consumo de disolventes orgánicos y acortar la exposición del analis-
ta a sustancias potencialmente tóxicas. Así pues, esta etapa supone un 
enfoque hacia la química verde.
Por tanto, se describen diferentes métodos analíticos simples, eco-
nómicos y eficientes para resolver los problemas de cada aplicación, 
que incluyen la identificación y cuantificación de los analitos mediante 
cromatografía líquida de alta y/o ultra resolución (HPLC y/o UPLC). 
Además, una etapa de optimización es crítica para establecer las mejo-
res condiciones experimentales al aplicar técnicas innovadoras de ex-
tracción como la microextracción líquido-líquido dispersiva. En este 
contexto, los diseños de experimentos son estrategias quimiométricas 




This Doctoral Thesis describes and develops different applications in 
the field of forensic toxicology. The applications focus on: (i) plasma 
and saliva samples for the determination of drugs of abuse and (ii) plas-
ma samples for the clinical and toxicological control of antidepressants.
 Sample preparation is an essential step for forensic toxicological 
analyses, which are usually related to complex biological matrices and 
low analyte concentrations. So, the main objective is the development 
of analytical methodologies that involve the use of different extraction 
techniques, such as solid phase extraction, liquid-liquid extraction with 
toxitubes and dispersive liquid-liquid microextraction assisted with ul-
trasound. The use of these techniques has meant an important evolution 
to adapt to the amount of biological sample available, reduce the con-
sumption of organic solvents and shorten the exposure of analyst expo-
sure to potentially toxic substances. Thus, this stage supposes a focus 
towards the green chemistry.
Therefore, different simple, economical and efficient analytical 
methods are described to solve the problems of each application, which 
include the identification and quantification of the analytes by means 
of high and/or ultra resolution liquid chromatography (HPLC and/or 
UPLC). In addition, an optimization stage is critical to establish the best 
experimental conditions when applying innovative extraction techni-
ques such as liquid-liquid dispersive microextraction. In this context, 
the designs of experiments are chemometric strategies that facilitate the 















1.4. CARACTERÍSTICAS FARMACOLÓGICAS Y 








1.6.1. Extracción en fase sólida (SPE)
1.6.2. Extracción líquido-líquido (LLE)
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1.6.3. Microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME)






El consumo de drogas representa uno de los problemas sociosanitarios 
más preocupantes en el mundo occidental desarrollado, constituyendo 
una significativa causa de morbilidad y mortalidad. A finales del siglo 
XIX, junto con la expansión del comercio y las comunicaciones, el con-
sumo de drogas, que hasta entonces sólo afectaba a pequeñas comuni-
dades, comenzó a extenderse. La rápida evolución de la situación so-
cial y económica, unida al incremento de disponibilidad de drogas y al 
creciente fomento de su consumo mundial, ha contribuido a agudizar el 
problema del uso indebido de las mismas, perjuicios para la salud (SIDA 
y hepatitis), mayor delincuencia y desestabilización personal, familiar, 
social y económica.
Desde el punto de vista de la ciencia, fármaco o droga es toda sustan-
cia química de origen natural o sintético que afecta a las funciones de los 
organismos vivos. La Organización Mundial de la Salud (OMS) puntua-
liza esta definición concretando que además pueden crear dependencia.
Según la American Psychiatric Asociation, la dependencia es todo 
aquel patrón mal adaptado de abuso de una sustancia que produce tras-
tornos o dificultades físicas importantes desde un punto de vista clínico, 
siempre que se manifiesten tres (o más) de los factores abajo expuestos en 
cualquier momento, dentro de un período de 12 meses:
• Tolerancia, como la necesidad de consumir una cantidad nota-
blemente superior de la sustancia a fin de conseguir el efecto
deseado.
• Síndrome de Abstinencia, como un conjunto de síntomas que
aparecen después de la interrupción brusca de una sustancia
consumida durante largo tiempo.
• Deseo persistente de consumir la sustancia.
• Abandono o reducción de actividades importantes de carác-




• Consumo continuado de la sustancia a pesar de conocer la exis-
tencia de un problema persistente o recurrente, que con toda 
probabilidad ha sido motivado por ella.
Algunas drogas ilícitas tienen características farmacocinéticas que 
promueven la dependencia, incluyendo larga vida media, escasa eli-
minación de droga libre y tiempo suficiente de exposición a la droga 
seguido del desarrollo de tolerancia. Generalmente, la severidad de la 
dependencia se relaciona con el incremento del uso de la droga y con la 
vía de administración que se utilice.
Según la OMS, la adicción se corresponde con un estado de in-
toxicación crónica, debido al consumo repetido de una droga, natural o 
sintética, y se caracteriza por:
• Compulsión a continuar consumiendo por cualquier medio. 
• Tendencia al aumento de la dosis.
• Dependencia psíquica y generalmente física de los efectos.
• Consecuencias perjudiciales para el individuo y la sociedad.
La adicción se manifiesta en los niveles físico, mental y emocional. 
Es por ello que la simple suspensión de las drogas, no es suficiente para 
terminar con esa adicción.
El primer intento internacional para buscar una normativa en el 
comercio y distribución de sustancias psicotrópicas fue la Convención 
Internacional del Opio en Shangai, en 1909, integrada por 13 países, 
que propiciaron la firma en La Haya del primer tratado de fiscalización 
de estupefacientes, el denominado Convenio Internacional del Opio de 
1912.
Con el nacimiento de las Naciones Unidas, tras la segunda Guerra 
Mundial, se firman los Convenios de 1948 y 1953.
En 1961 se aprobó la Convención Única sobre Estupefacientes, 
que agrupó y codificó los diferentes tratados multilaterales: se creó la 
Junta Internacional de Fiscalización de Estupefacientes que fusionaba 
en un solo organismo el Órgano de Fiscalización de Estupefacientes y 
el Comité Central Permanente del Opio. La Convención Única sobre 
Estupefacientes establece cuatro tipos de listas:
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• Lista I: Incluye los opiáceos, la cocaína y los derivados del 
cannabis. Están sujetos a todos los controles indicados en la 
Convención.
• Lista II: Incluye las drogas más comúnmente utilizadas con 
fines médico-terapéuticos. Los controles son menos estrictos. 
Para su dispensación se exige receta médica.
• Lista III: Incluye los preparados que contienen en su compo-
sición los compuestos comprendidos en la lista II en concen-
traciones inferiores y en proporciones determinadas. También 
incluye los preparados que, a juicio de la OMS, no se prestan a 
uso indebido.
• Lista IV: Está integrada por sustancias consideradas peligro-
sas, sin utilidad terapéutica práctica. Está prohibida su produc-
ción, fabricación, exportación, importación, comercio y pose-
sión, con la excepción de su uso en investigación bajo estricto 
control.
El Convenio sobre Sustancias Psicotrópicas de 1971 ampliaba el 
sistema internacional de control, incluyendo una serie de sustancias 
como las anfetaminas, los sedantes hipnóticos y los alucinógenos:
• Lista I: Contiene el grupo de los alucinógenos, LSD, DMT, psi-
locibina, mescalina, etc. Son sustancias de carácter peligroso 
y con un posible uso terapéutico más que dudoso. Están so-
metidas a un estricto control; su empleo queda limitado a la 
investigación, por lo que se exigen licencias especiales para su 
fabricación y distribución.
• Lista II: Está formada por sustancias estimulantes, como las 
anfetaminas (de una muy limitada utilidad terapéutica), anal-
gésicos narcóticos como la fenciclidina, etc. Las medidas de 
fiscalización son semejantes a las de la lista I, sin las exigencias 
de éstas en cuanto a fabricación, distribución, etc.
• Lista III: Contiene los barbitúricos de acción rápida y media, 
que tienen utilidad terapéutica. Los requisitos son semejantes 
a los de las listas I y II, pero no se exigen autorizaciones para 
su exportación e importación, ni la presentación estadística de 
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producción, uso, etc a la Junta Internacional de Fiscalización 
de Estupefacientes.
• Lista IV: Incluye tranquilizantes, hipnóticos y analgésicos de 
amplio uso terapéutico, pero que pueden provocar dependen-
cia; el control es menos estricto que en los casos anteriores.
1.1. CONSUMO DE DROGAS DE ABUSO
1.1.1. Europa
El consumo de drogas es una de las principales causas de muerte 
entre los jóvenes europeos, tanto directamente por sobredosis (entre 30 
y 40 años) como indirectamente por enfermedades y accidentes relacio-
nados con las drogas, actos de violencia y suicidios. Se ha estimado que 
mueren anualmente entre 10.000 y 20.000 jóvenes, concluyendo que 
existe una probabilidad unas diez veces mayor de morir que las demás 
personas de su edad y sexo. En la mayoría de las sobredosis mortales 
reportadas están presentes la heroína o sus metabolitos, a menudo junto 
con otros opiáceos (buprenorfina, metadona, fentanilo o tramadol), al-
cohol y/o benzodiacepinas.
Según el Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxicomanías 
(OEDT, 2018), más de una cuarta parte de la población europea (92 
millones de personas) han consumido drogas ilegales en algún momen-
to de su vida. Se ha detectado un predominio de consumo de cannabis 
(53,5 millones de hombres y 34,3 millones de mujeres), seguido de 
lejos por la cocaína (11,8 millones de hombres y 5,2 millones de muje-
res). Así pues, la cocaína es la droga estimulante ilegal más consumida 
en Europa, con mayor prevalencia en los países del sur y el oeste. Entre 
los usuarios habituales, puede hacerse una clara distinción entre los más 
integrados en la sociedad, que suelen inhalar clorhidrato de cocaína, y 
los marginados, que se administran cocaína por vía parenteral o por vía 
pulmonar (crack). Se estima que 17,0 millones de adultos europeos (de 
15 a 64 años) (el 5,1 % de este grupo de edad) han consumido cocaína 
en algún momento de su vida. Entre ellos hay unos 2,3 millones de 
adultos jóvenes de 15 a 34 años, que han consumido la droga durante el 
último año (Figura 1.1)
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Figura 1.1. Tasas de prevalencia del consumo de cocaína en Europa (2000-2016)
Con permiso de OEDT, 2018.
En cuanto a los opiáceos de alto riesgo, se han detectado 1,3 millones 
de consumidores problemáticos en 2016 (0,4% de la población euro-
pea). El consumo ilegal de estas drogas, en especial la heroína, sigue 
ocasionando un elevado número de muertes por consumo de drogas en 
Europa. Después de dos oleadas de adicción a la heroína en las décadas 
de los setenta y los noventa, en términos generales parece ir disminu-
yendo la iniciación en su consumo. A escala nacional, las estimaciones 
de prevalencia de este tipo de consumo varían entre menos de 1 y más 
de 8 casos por cada 1.000 habitantes de 15 a 64 años de edad. Los cinco 
países más poblados de la Unión Europea, que representan el 62% de 
su población, concentran las tres cuartas partes (76%) de su cifra esti-
mada de consumidores de opioides de alto riesgo (Alemania, España, 
Francia, Italia, Reino Unido). De los once países con estimaciones pe-
riódicas del consumo de opioides de alto riesgo, España e Italia mues-
tran un descenso significativo, mientras que la República Checa mues-
tra un aumento significativo (Figura 1.2).
Aunque la heroína es el opiáceo ilegal más consumido, diversas 
fuentes indican un aumento creciente del consumo de opioides sintéti-
cos legales (metadona, buprenorfina y fentanilo). En Estonia, la mayo-
ría de los consumidores tomaban fentanilo, mientras que en Finlandia y 
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en la República Checa la buprenorfina es la droga más usada. Además, 
los consumidores que inician tratamiento por problemas relacionados 
con nuevas sustancias psicoactivas con efectos similares a los de los 
opioides pueden estar englobados bajo el epígrafe general de opioides 
(OEDT, 2018).
Figura 1.2. Tasas de prevalencia del consumo de heroína en Europa (2006-2016)
Con permiso de OEDT, 2018.
1.1.2. España
Uno de cada diez individuos de 15 a 64 años reconoce haber 
consumido cocaína en polvo alguna vez en la vida (10,0%), man-
teniéndose dicha prevalencia similar a la que se viene observando 
desde 2009. La edad media de inicio de consumo está en los 21,1 
años en 2017, situándose históricamente entre los 20 y los 22 años. 
Circunscribiendo el consumo al último año, la prevalencia se situa en 
el 2,0%, continuando así la tendencia estable que comenzó en 2011. 
Atendiendo al sexo, el consumo de cocaina en polvo, dentro de este 
tramo temporal, está más extendido entre los hombres que entre las 
mujeres (3,2% frente a 0,8%), manteniéndose en ambos colectivos 
en niveles similares a los que se vienen observando en las últimas 
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ediciones de la encuesta. Respecto al último mes, el 1,1% reconoce 
haber tomado cocaína en polvo en alguna ocasión en los 30 dias pre-
vios a la realización de la encuesta (Figura 1.3)
Figura 1.3. Evolución de la prevalencia de consumo de cocaína en polvo y 
edad media de inicio en la población de 15-64 años(%). España (1995-2017).  
Con permiso de OEDA, 2018.
En 2017, aquellos que han probado alguna vez cocaína en polvo repre-
sentan el 10,0% de la población, mientras que los que admiten su con-
sumo en los últimos doce meses representan el 2,0% de la población, y 
los que consumieron durante el último mes suponen el 0,1%.
 Por el contrario, la cocaína base tiene un consumo muy residual 
en la poblacion española de 15-64 años. El 1,3% reconoce haberla con-
sumido en alguna ocasión, reduciéndose hasta el 0,3% en el último año 
y al 0,1% en el último mes. En 2017, los que reconocen haberla con-
sumido alguna vez señalan el primer consumo con 23,2 años (OEDA, 
2018).
Si se considera el consumo de cocaína de manera global (ya sea en 
forma de polvo y/o en forma de base), el porcentaje de población que ha 
consumido cocaína alguna vez en la vida se establece en el 10,3%. Por 
su parte, aquellos que admitieron un consumo de cocaína en los últimos 
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12 meses representan el 2,2% de la población. En el tramo temporal 
del último año, la prevalencia de consumo de cocaína polvo y/o base es 
mayor entre los hombres, variando desde 3,3% a 4,9% (grupo de 15-24 
años). Entre las mujeres, la máxima prevalencia se observa en el grupo 
de 15 a 24 años (1,4%).
La heroina registra prevalencias residuales en la población de 15 
a 64 años, no alcanzando el punto porcentual en el tramo temporal de 
alguna vez en la vida. Evolutivamente, el dato se ha mantenido muy 
estable durante los últimos años (Figura 1.4).
Figura 1.4. Evolución de la prevalencia de consumo de heroína y edad media 
de inicio de su consumo en la población de 15-64 años. España (1995-2017).  
Con permiso de OEDA 2018.
El policonsumo aumenta el riesgo, potenciando los efectos de unas dro-
gas sobre otras, reforzando la adicción, interfiriendo en el diagnósti-
co y dificultando el tratamiento. En los últimos 12 meses, el 41,2% de 
la población de 15-64 años consumió dos o más sustancias diferentes, 
mientras que el 42,3% consumió una única sustancia. El policonsumo 
predomina entre los hombres de 25-34 años; aproximadamente, la mi-
tad de ellos consumió dos o más sustancias diferentes en el último año, 
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siendo también el grupo de edad donde se aprecia una mayor diferencia 
entre la prevalencia de policonsumo registrada por hombres y mujeres. 
En los ultimos 30 días, el 33,7% de las personas había consumido dos o 
más sustancias diferentes, mientras que el 41,0% había consumido una 
unica sustancia. Finalmente, una de cada cuatro personas no realizaron 
ningun consumo durante este periodo.
La percepción de riesgo es generalizada cuando se hace referencia 
al consumo de heroína, alucinógenos y/o GHB. En el período 1995-
2017, más del 95% de la población piensa que consumir estas sustancias 
una vez o menos al mes puede conllevar muchos o bastantes problemas. 
Lo mismo sucede con respecto a los consumos de cocaína y/o éxtasis, 
pues prácticamente el 95% de la población advierte muchos o bastantes 
peligros cuando se consumen estas drogas una vez al mes o con menor 
frecuencia.
La mortalidad relacionada con el consumo de sustancias psicoac-
tivas es relevante porque es un reflejo importante del impacto social y 
sanitario del uso de estas sustancias. Sin embargo, la recogida de infor-
mación no es una tarea fácil pues las defunciones a veces son difíciles 
de clasificar. En España, tras la epidemia de consumo de heroína de 
finales de los años setenta y principios de los ochenta, se desarrolló 
un sistema para recoger las muertes por reacción aguda a opioides y/o 
cocaína, a partir de fuentes forenses y toxicológicas, y que actualmente 
incluye otras sustancias.
El Observatorio Español de las Drogas y las Adicciones (OEDA) 
notifica anualmente los datos de este indicador al EMCDDA (European 
Monitoring Centre for Drug and Drug Addiction). Se incluyen las de-
funciones notificadas al Registro Específico de Mortalidad por reacción 
aguda tras el consumo de sustancias psicoactivas en seis ciudades es-
pañolas (Barcelona, Bilbao, Madrid, Sevilla, Valencia y Zaragoza), que 
declaran al Indicador de Mortalidad por reacción aguda a opioides y/o 
cocaína.
En 2016, a nivel nacional, se notificaron 613 defunciones por re-
acción aguda a sustancias psicoactivas. El perfil se corresponde con un 
varón mayor de 44 años, soltero, que ha consumido recientemente algu-
na sustancia, sin signos de venopunción y en cuyo análisis toxicológico 
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aparece más de una droga psicoactiva (hipnosedantes y opioides, segui-
dos de cocaína y alcohol).
La Tabla 1.1 muestra que la presencia de opioides mantiene una 
tendencia descendente desde 2012. Sin embargo, se puede afirmar que 
los opioides continúan teniendo una presencia muy significativa entre 
los fallecidos, especialmente en combinación con otras sustancias, pero 
la evolución temporal sugiere un posible desplazamiento de la cocaína 
como acompañante de los opioides.
Tabla 1.1. Número de fallecidos por reacción aguda tras el consumo de 
sustancias psicoactivas,según las sustancias detectadas en el análisis 
toxicológico. España*, 2007-2016.
SUSTANCIAS 
DETECTADAS 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016
Opioides 340 324 346 409 318 366 337 335 333 320
Cocaína 313 251 247 297 213 280 236 269 253 269
Hipnosedantes 223 191 180 302 265 302 273 342 352 337
Anfetaminas 23 96 17 15 27 23 45 50 35 45
Cannabis 68 65 88 123 100 107 94 86 121 117
Alcohol 130 108 120 149 136 138 136 212 206 215
Nº muertes con 
información 
toxicológica
475 424 427 517 408 478 437 520 518 501
Nº total de 
fallecidos
475 424 438 517 453 519 489 556 600 613
* Se incluyen datos de seis ciudades españolas (Barcelona, Bilbao, Madrid,
Sevilla, Valencia y Zaragoza).
Con permiso de OEDA 2017. Indicador de Mortalidad por Reacción Aguda a    
Sustancias Psicoactivas
Los análisis del Indicador de Mortalidad confirman que las sustan-
cias responsables de los fallecimientos en 2016 son principalmente 
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los hipnosedantes y los opioides, seguidos de la cocaína y el alcohol. 
Además, el 95,8% de los fallecidos muestra más de una sustancia en 
su análisis toxicológico. Se observa una estabilización desde 2011 del 
número de fallecidos por opioides, así como un aumento de los hipno-
sedantes desde 2011 a 2015. En 2016, desciende ligeramente el núme-
ro de fallecidos en los que se detectan opioides e hipnosedantes. Por 
último, el número de fallecidos por cocaína es bastante estable desde 
2014 a 2016.
La Figura 1.5 muestra los porcentajes de detección de cada sustan-
cia respecto al total de fallecidos con información toxicológica. El por-
centaje se puede ver alterado por el aumento o disminución del número 
de fallecimientos notificados, por lo que deben tomarse como referen-
cia las cifras de números absolutos para poder interpretar los porcenta-
jes correctamente (Tabla 1.1).
Figura 1.5. Porcentaje de muertes por reacción aguda tras el consumo de sustan-
cias psicoactivas, según el tipo de sustancia detectado en el análisis toxicológico. 
España (1983-2016). Con permiso de OEDA, 2017.
Así, la evolución temporal de la presencia de cada sustancia en el to-
tal de fallecimientos notificados muestra desde 1996 un descenso en 
el porcentaje de fallecidos en los que se identifican opioides (77,3% 
de los casos en 2013 y 63,9% en 2017), lo que podría explicarse por 
el aumento de la cifra total de fallecidos. También se observa un au-
mento de la cocaína y del cannabis. Tanto los opioides como la cocaína 
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son sustancias muy presentes en este indicador: entre los fallecidos en 
2016 se detectan opioides, junto con cocaína (53%). Por otra parte, cabe 
destacar que de los 269 casos positivos a cocaína, los opioides están 
presentes en más del 63%, y sólo en el 6% de los casos, la cocaína es la 
única sustancia detectada.
En el grupo de opioides, la metadona ha estado presente en 
182 fallecidos en 2016 (36%), siendo el único opioide en 96 casos. 
Evolutivamente, desciende la presencia de metadona hasta 2015, pero 
en 2016 parece volver a cifras similares a las de 2014.
1.2. ASPECTOS GENERALES
1.2.1. Opiáceos
Son unas sustancias extraídas del opio o jugo de la cápsula de ador-
midera (Figura 1.6), que incluyen la morfina, codeína, tebaína, y una 
gran variedad de análogos semisintéticos como la heroína. Entre los 
alcaloides naturales, el más importante es la morfina.
Figura 1.6. Planta Papaver Somniferum.
El uso del opio es tan antiguo como la propia civilización humana. En 
enterramientos del Neolítico se han encontrado restos de cápsulas de la 
planta Papaver Somniferum, de las que se obtenía el “opio”, lo que de-
muestra que sus propiedades narcóticas eran conocidas y aprovechadas. 
Homero (900 aC) lo menciona en sus escritos, Hipócrates (400 aC) lo 
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usa como medicamento, y Galeno (siglo II) fue una gran divulgador de 
su uso. Hasta los siglos XVII y XVIII solo se tomaba como narcótico 
y analgésico, pero se hizo adictógeno al extenderse la costumbre de fu-
marlo. En 1805, Sertürner consiguió aislar la morfina a partir del opio, 
y continuó su investigación administrándosela a sí mismo, hasta que se 
murió por una sobredosis. Durante las guerras del opio (1839-1842), 
los ingleses obligaban a los gobernantes chinos a aceptar opio en pago 
por sus sedas y té, pero comienza a haber un sentimiento de repulsa al 
empleo del opio y la morfina debido a su carácter adictógeno. La guerra 
de secesión americana (1861-1865) genera cientos de miles de adictos a 
la morfina entre los heridos de guerra, y con la aparición de la jeringui-
lla hipodérmica el uso parenteral se extiende a los círculos artísticos y 
literarios, produciéndose un abuso compulsivo de la droga. En 1898 se 
sintetiza la heroína, en un intento de buscar sustitutos menos peligrosos 
y más eficaces que la morfina, pero resultó ser mucho más adictógena. 
Así, en 1912 se establece el Convenio de La Haya, que es la primera 
legislación internacional para el control de narcóticos.
La metadona fue sintetizada por primera vez en Alemania durante 
la segunda Guerra Mundial. Se utilizó como alternativa a la morfina 
en el tratamiento del dolor, debido a su efecto analgésico-narcótico si-
milar, pero con duración de acción más larga y menor acción sedante. 
Por esto, actualmente se usa como droga opiácea de mantenimiento en 
heroinómanos siendo capaz de suprimir los síntomas de abstinencia 
(Payte, 1991).
1.2.2. Cocaína
Es una droga psicoactiva que se encuentra en las hojas de un ar-
busto (Erythroxylon coca), planta originaria de los Andes y cultivada en 
América del Sur desde hace más de 20 siglos (Figura 1.7). El uso de la 
coca data del año 5000 aC; se ha encontrado en la boca de las momias y 
en sacos dispuestos en las tumbas para asistir al difunto en su otra vida. 
Los arqueólogos hallaron evidencias de que, en el año 1500 aC se usa-
ban las hojas de coca, como anestésico en cirugía cerebral. La usaron 
los braceros al norte de los Andes para combatir el cansancio mientras 
extraían estaño o plata de las minas o para labrar los campos. Las hojas 
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se masticaban siempre mezclándolas con un polvo alcalino y eran con-
sideradas por los incas como un manjar. La clase social acomodada la 
consumía por gusto pero los pobres lo hacían por necesidad por lo que 
se permitió su consumo a soldados, campesinos y obreros.
Figura 1.7. Planta Erythroxylon coca
Las tropas de Hernán Cortés practicaban el coqueo para la ejecu-
ción de sus increibles gestas, aunque parece ser que esta práctica no 
llegó a extenderse entre los españoles. En 1573 se legaliza el cultivo 
y tráfico de las hojas de coca, obligando a que el 10% de lo recauda-
do se entregue como diezmo a la Iglesia. En 1860 Niemann aisla el 
alcaloide puro, y en 1883 el médico militar Aschenbrandt describe su 
potencial uso para disminuir la fatiga de los soldados. Sigmund Freud 
experimenta con la coca y en su obra Uber Coca propone su uso como 
antidepresivo en el tratamiento de drogadicciones, y como afrodisíaco. 
Carl Koller la introdujo en el ejercicio clínico en 1884, como anestésico 
tópico para operaciones oftalmológicas. La fórmula original de la co-
ca-cola en 1886 contenía cocaína que no se eliminó hasta 1906. A raíz 
del Convenio de la Haya en 1912 se restringe el empleo de la droga a lo 
meramente terapéutico. En la década de los ochenta, el consumo de la 
cocaína se generaliza como forma de cultura.
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La cocaína es uno de los psicoestimulantes naturales más poten-
tes que se conocen; actualmente su único uso aceptado en medicina es 
como anestésico local y vasoconstrictor de vías respiratorias superiores 
(Pascual y col, 2001).
1.2.3. Antidepresivos
Torres y Escarabajal (2005) refieren que la Psicofarmacología 
moderna se inicia gracias a unos hechos observados en la práctica clí-
nica psiquiátrica, la investigación farmacológica y los estudios conduc-
tuales realizados con animales y seres humanos. Inicialmente se busca-
ron las indicaciones clínicas de las sustancias sin prestar atención a sus 
mecanismos de acción; muchos autores mantenían aún la hipótesis de 
la comunicación eléctrica interneuronal y por ello las primeras pruebas 
que demostraban la existencia de neurotransmisores en el cerebro no 
fueron bien acogidas. Por otro lado, tampoco existían teorías coheren-
tes sobre las causas orgánicas de las psicopatologías, lo que impedía 
comprender cómo los fármacos podían aliviar los síntomas. Retamal 
(1998) menciona que el primer tratamiento eficaz para la depresión es 
el electroshock, que fue mejorando técnicamente desde la década de los 
cincuenta.
La depresión es una enfermedad conocida desde los tiempos remo-
tos de la humanidad. Sin embargo, los antidepresivos están disponibles 
desde hace poco más de 50 años. Hasta ese momento, sólo existían al-
gunas opciones terapéuticas moderadamente eficaces. El opio y la mor-
fina, así como otras terapias comenzaron a aplicarse en los siglos XIX 
y XX. Durante la primera mitad del siglo XX, cabe destacar la terapia 
de comas insulínicos, la hidroterapia, la terapia electroconvulsiva o la 
fototerapia (Fangmamn y Assian, 2007). Sin embargo, desde 1950 se 
sintetizaron varios fármacos, divididos en dos grandes grupos: inhibi-
dores de la monoaminooxidasa (IMAO) y bloqueadores de la recapta-
ción de aminas biógenas.
Los IMAO fueron la primera generación de antidepresivos, descu-
biertos en los años cincuenta; bloquean este enzima, que metaboliza la 
serotonina y norepinefrina, lo que permite que los neurotransmisores 
aumenten en la sinapsis, incrementando su efecto sobre sus receptores. 
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La iproniazida, fue el primer IMAO utilizado, pero actualmente es-
tos medicamentos han caído en desuso por sus limitaciones y efectos 
colaterales.
La historia de los antidepresivos tricíclicos comienza en 1956 
cuando sale al mercado la imipramina, con una actividad antidepresiva 
superior a la de cualquier sustancia conocida hasta la fecha. En 1960 se 
descubría la amitriptilina y se sintetizaban la clomipramina y la trimi-
pramina, fármacos antidepresivos y sedantes. En 1964 se evidenciaba 
que los antidepresivos tricíclicos eran capaces de inhibir la recaptación 
de la noradrenalina, aumentando así su concentración en el espacio si-
náptico. Un año más tarde, se desarrollaría una hipótesis que resaltaba 
el papel de la noradrenalina en la aparición de depresiones.
Según López y Álamo (2006), la iproniazida y la imipramina me-
joran el humor de los pacientes depresivos, pero fueron desplazados 
por los Inhibidores Selectivos de la Recaptación de Serotonina (ISRS): 
fluoxetina, fluvoxamina, paroxetina, escitalopram, sertralina, etc, que 
actualmente suelen ser los psicofármacos de elección para distintos 
trastornos. En los años setenta aparecieron los llamados antidepresivos 
de segunda generación, de potencia similar a los anteriores, pero en 
general mejor tolerados por su menor actividad anticolinérgica. A este 
grupo se añadirían los antidepresivos atípicos (trazodona, alprazolam). 
Comienza una nueva era en los tratamientos psiquiátricos. Los últimos 
16 años han sido absolutamente brillantes: “cada año sabemos de algo 
nuevo, más eficaz ya que con dosis menores obtenemos mejores resul-
tados con menos efectos colaterales”.
1.3.  CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS
1.3.1. Opiáceos
La morfina tiene 4 anillos (grupo fenantreno de 4 anillos con 6 
carbonos). Su fórmula estructural es C17H19NO3 y su peso molecular 
es 285,4 g/mol. Se presenta como un polvo blanco cristalino. Tiene 
un punto de fusión de 254-256ºC y su pKa es de 8,0. Es soluble 1 
en 5000 partes de agua, 1 en 250 de etanol, 1 en 500 de cloroformo, 
1 en 125 de glicerol y prácticamente insoluble en éter. Es posible 
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encontrarla en forma de sal, ya sea como acetato, clorhidrato, sulfa-
to o tartrato de morfina.
La heroína (diacetilmorfina o diamorfina) es sintetizada a partir 
de la morfina por acetilación en las posiciones 3 y 6. Su fórmula 
estructural es C21H23NO5 y su peso molecular es 369,4 g/mol. Tiene 
un punto de fusión de 170ºC y su pKa es 7,6. Es rápidamente hidro-
lizada por álcalis. Se presenta como cristales blancos. Es soluble 1 
en 1700 partes de agua, 1 en 31 de etanol, 1 en 1,5 de cloroformo y 
1 en 100 de éter. El clorhidrato de heroína es la sal de la droga que 
presenta un punto de fusión de 229-233ºC. Es soluble 1 en 1,6 partes 
de agua, 1 en 12 de etanol, 1 en 1,6 de cloroformo y prácticamente 
insoluble en éter. 
La 6-acetilmorfina es el principal metabolito de la heroína. Su 
fórmula estructural es C19H21NO4 y su peso molecular es 363,8 g/
mol. Se presenta en forma de cristales y es soluble en agua. 
La codeína es un alcaloide que se obtiene del opio o por meti-
lación de la morfina sobre el grupo hidroxilo fenólico. Se observa 
como un polvo blanco cristalino que fluoresce débilmente y se ve 
afectado por la luz. Su fórmula estructural es C18H21NO3 y su peso 
molecular es 299,4 g/mol. Tiene un punto de fusión de 154 a 158ºC 
y su pKa es de 8,2. Es soluble 1 en 120 partes de agua, 1 en 15 
de agua caliente, 1 en 2 de etanol, 1 en 0,5 de cloroformo, y 1 en 
50 de éter. Se encuentra disponible en forma de sulfato, fosfato o 
clorhidrato.
La metadona (6-dimetilamino-4,4-difenilheptan-3-ona) pre-
senta un único átomo quiral de carbono (C6), por lo que posee 2 es-
tereoisómeros. Su fórmula estructural no presenta relación directa 
con la morfina, pero asume configuración semejante a ella cuando 
está en solución, debido a factores estéricos. Así, la metadona si-
mula el anillo piperidínico, que parece ser esencial para la actividad 
opioide. El clorhidrato de metadona es un cristal incoloro o pol-
vo blanco cristalino, con punto de fusión de 233-236ºC y pKa=8,3 
(20ºC). Es soluble 1 en 12 partes de agua, 1 en 7 de etanol y 1 en 3 




Figura 1.8. Estructuras químicas de los opiáceos estudiados
1.3.2. Cocaína
La cocaína es un alcaloide derivado del tropano, es decir, una conden-
sación de los núcleos piperidínico y pirrolidínico. La cocaína es un polvo 
blanco cristalino, ligeramente volátil, un éster del ácido benzoico y del al-
cohol complejo 2-carbometoxi-3-hidroxi-tropano. Su fórmula estructural 
es C17H21NO4 y su peso molecular es 303,4 g/mol. Tiene un punto de fusión 
de 96-98ºC, su pKa es de 8,6 (20ºC) (Garret y Seyda, 1983) y es altamente 
lipofílica. Es soluble 1 en 600 partes de agua, 1 en 7 de etanol, 1 en 0,5 de 
cloroformo y 1 en 4 de éter.
La benzoilecgonina es el principal metabolito de la cocaína. La forma 
hidratada se presenta en forma de cristales, con un punto de fusión de 86-
92ºC. La forma anhidra funde a 195ºC, con descomposición. Su fórmula 
estructural es C16H19NO4 y su peso molecular es 289,3 g/mol. Es muy solu-
ble en agua caliente, soluble en etanol, ácidos y bases diluídos, y práctica-
mente insoluble en éter.
El cocaetileno es un metabolito de la cocaína que se forma cuando se 
consume cocaína y alcohol. Su fórmula estructural es C18H23NO4 y su peso 
molecular es 317,38 g/mol (Moffat y col, 2004) (Figura 1.9).




Figura 1.9. Estructuras químicas de la cocaína y metabolitos estudiados 
1.3.3. Antidepresivos
La venlafaxina es un polvo cristalino de color blanco, soluble en agua, 
con un punto de fusión de 102-104ºC y un pka de 9,4. Tiene un peso mole-
cular de 277,4 g/mol y una fórmula molecular de C17H27NO2. Los nombres 
comerciales más conocidos son: Vandral® y Dobupal®.
El escitalopram es un sólido cristalino de color blanco, escasamente 
soluble en agua, soluble en etanol (96%), libremente soluble en clorofor-
mo y prácticamente insoluble en éter dietílico. Tiene un punto de fusión 
de 186ºC, un pka de 9,5, un peso molecular de 414,4 g/mol y su fórmula 
molecular es C20H21FN2O C2H2O4. Es el enantiómero S del citalopram. Los 
nombres comerciales más conocidos son: Cipralex® y Esertia®.
La fluvoxamina es un polvo cristalino blanco, escasamente soluble en agua, 
libremente soluble en etanol, metanol y cloroformo, y prácticamente insoluble 
en éter dietílico. Su punto de fusión es de 120-122ºC y su pka es 9,16. Tiene un 
peso molecular de 318,3 g/mol y una fórmula molecular de C15H21F3N2O3. Los 
nombres comerciales más conocidos son: Dumirox® y Luvox®.
La fluoxetina es un sólido cristalino de color blanco, soluble en agua 
(78,24 mg/L). Su punto de fusión es 179-182ºC y su pka es 8,7. Tiene un 
peso molecular de 309,3 g/mol y una fórmula molecular de C17H18F3NO. 
Los nombres comerciales más conocidos son: Prozac® y Adofen®.
La sertralina es un polvo cristalino blanco con un punto de fusión de 
243-245ºC y un pka de 9,48 ±0,04 (agua). Su solubilidad en agua es de 3,8 
mg/ml (pH 5,3). Es soluble en cloroformo: metanol (1:1), dimetilsulfóxido, 
etanol y N,N-dimetilformamida, pero es prácticamente insoluble en isopro-
panol, acetona, acetato de etilo y acetonitrilo. Tiene un peso molecular de 
306,2 g/mol y su fórmula molecular es C17H17Cl2N. Los nombres comer-
ciales más conocidos son: Aremis® y Besitran®.
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La mirtazapina es un polvo cristalino blanco con un punto de fusión 
de 114-116ºC. Es poco soluble en agua. Tiene un peso molecular de 265,4 
g/mol y su fórmula molecular es C17H19N3. Los nombres comerciales más 
conocidos son: Rexer® y Remeron®. (Moffat y col, 2004) (Figura 1.10).
Figura 1.10. Estructuras químicas de los antidepresivos estudiados
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1.4. CARACTERÍSTICAS FARMACOLÓGICAS Y 
       TOXICOLÓGICAS
1.4.1. Opiáceos
Interaccionan con receptores específicos en el SNC, localizados prin-
cipalmente en el cerebro y en la médula espinal, aunque hay receptores en 
tejidos periféricos tales como el sistema gastrointestinal. Se cree que los opiá-
ceos simulan la acción de unos péptidos opioides endógenos, analgésicos na-
turales que incluyen beta- endorfinas, met-encefalinas y leu-encefalinas, así 
como dinorfinas A y B y neo-endorfinas (alfa y beta), y son liberados desde 
el cerebro para modular el dolor (Brunton, 2012).
Cuando los opioides se unen a los receptores específicos en la médula 
espinal inhiben la liberación de neurotransmisores estimulantes en las fibras 
nerviosas aferentes que transmiten las señales del dolor a los nervios de la 
médula espinal. El resultado es un efecto analgésico, cuyo mecanismo bio-
químico no es del todo conocido; se facilita la apertura de los canales de iones 
potasio y se inhibe la apertura de los canales de iones calcio. Hay tres tipos 
de receptores (mu, kappa y delta) según su localización y función, y poseen 
diferentes afinidades por los opioides (Way y col, 1998). La morfina actúa 
principalmente sobre los receptores mu, que son los responsables de las ac-
ciones analgésicas (Figura 1.11).




La mayoría de los opiáceos son agonistas totales o puros sobre estos re-
ceptores, que también son responsables de los efectos indeseables de los 
opiáceos (depresión respiratoria, miosis, reducción de la motilidad gas-
trointestinal, efectos eufóricos, sedación y dependencia física). Los anta-
gonistas naloxona y naltrexona bloquean los efectos de los agonistas en 
estos receptores mu y en otros tipos de receptores. Los receptores delta 
están en el cerebro, en lugares diferentes a los receptores mu, y también 
son responsables de la analgesia, depresión respiratoria, euforia y depen-
dencia; parecen estar más implicados en el control del dolor periférico. Los 
receptores kappa se encuentran en la médula espinal y son responsables de 
la analgesia espinal y sedación. Con la administración crónica se desarrolla 
tolerancia y dependencia. También la constricción de la pupila es caracte-
rística en casos de sobredosis y tratamientos largos. A nivel gastrointestinal, 
provocan una disminución del peristaltismo y dificultad para el vaciamien-
to gástrico, que causa un estreñimiento que puede ser grave. La morfina 
también actúa aumentando la liberación de la histamina de los mastocitos. 
Puede tener poca importancia, dando prurito o dermatitis, o puede ser más 
grave, dando broncoconstricción o hipotensión. Otro efecto es la inmuno-
depresión, que ha sido demostrada en animales sometidos a una terapia 
crónica con opiáceos.
Farmacocinética: La heroína posee una biodisponibilidad por vía oral 
de sólo un 25% pues presenta una absorción lenta e incompleta y un efecto 
de primer paso muy importante. Se metaboliza completamente dando mor-
fina-3-glucurónido y morfina-6-glucurónido, y se excreta un 85% de la do-
sis en la orina de las primeras 24 horas postconsumo (Osborne y col, 1990; 
Jenkins y col, 1994). En el Reino Unido la heroína fue utilizada como 
analgésico por vía oral o inyección intravenosa o subcutánea (Braithwaite 
y col, 1995).
La heroína se puede administrar por vía intravenosa, mucosa intrana-
sal (esnifada), vía subcutánea y vía inhalatoria (fumada). En el momento 
actual, el miedo al contagio por el virus del SIDA ha provocado un aumento 
espectacular en su consumo por vía intranasal y fumada. Es una prodroga 
que se hidroliza con rapidez para dar 6-acetilmorfina (6AM), un compuesto 
liposoluble con una corta vida media y una alta potencia, que a su vez se 
hidroliza a morfina (Sawynok, 1986). Tanto heroína como 6AM son más 
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liposolubles que la morfina, entran con mayor facilidad en el encéfalo y por 
lo tanto provocan un inicio de acción más rápido. Las vidas medias de eli-
minación son 3, 10 y 120 minutos, respectivamente, por lo que es práctica-
mente imposible la detección de la primera en fluidos biológicos. Por esto, 
la confirmación del consumo de heroína, se realiza mediante la detección 
de sus metabolitos, morfina y/o 6AM (Figura 1.12).
Figura 1.12. Metabolismo de la heroína.
A diferencia de la morfina, la codeína es aproximadamente un 60% más 
eficaz por vía oral que por vía parenteral. A continuación se muestra su 
metabolismo (Figura 1.13).
Figura 1.13. Metabolismo de la codeína.
Lorena Morales Martínez
50
La metadona se absorbe rápidamente después de su administración 
oral. El inicio de su acción se observa de 30 min a 4 h después de 
la dosis y dura unas 24 horas. Su biodisponibilidad es del 80-90% y 
la concentración plasmática máxima se alcanza a las 2-4 horas post-
consumo. Se fija a proteínas plasmáticas en un 71-88% y el volumen 
de distribución es de 3,6 L/kg. Atraviesa la placenta, y la concen-
tración en líquido amniótico es similar a la del plasma materno. El 
principal metabolito es un derivado N-desmetilado (EDDP), que se 
excreta por orina y carece de actividad farmacológica. Tras una do-
sis oral única, el 21% del fármaco se excreta de forma inalterada por 
orina, siendo la vida media de eliminación 12-24 h en la fase inicial 
y 55 h en la fase terminal. Tras administración oral repetida, la vida 
media de eliminación es de 22-31 h, con una gran variabilidad in-
terindividual, ya que depende del pH urinario (a pH básico la vida 
media puede duplicarse) (Figura 1.14).
Figura 1.14. Metabolismo de la metadona.
Toxicidad: La morfina puede dar intoxicaciones en recién nacidos, por 
no estar completamente formada la barrera hematoencefálica. En el 
adulto no hay tantos problemas, pero pueden aparecer síntomas, como 
depresión respiratoria importante, náuseas y vómitos, problemas de 
tránsito intestinal e hipotensión. En caso de sobredosis, se observan 
convulsiones, coma y muerte por depresión respiratoria. La heroína es 
2-3 veces más potente que la morfina, con una dosis letal oral de 200 
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mg, aunque los adictos pueden tolerar hasta 10 veces más y también se 
conocen casos de muerte tras el consumo de una dosis de 10 mg; esto 
dificulta la interpretación de los niveles sanguíneos de morfina y 6AM, 
ambos metabolitos de la heroína (Potsch y col, 1999, Westerling y col, 
1998).
Los programas de mantenimiento con metadona (PMMs) para su-
jetos adictos a la heroína han conseguido buenos resultados; se dismi-
nuye el riesgo relativo de muerte del heroinómano en unas 3-4 veces, 
cuando se administra una dosis de metadona de 90 mg/día y se obtie-
ne una concentración plasmática de 100 ng/mL (Lorimer y Schmid, 
1994). Sin embargo, se ha observado un mayor riesgo de muerte en la 
primera etapa de los PMMs (Drummer y col, 1990; Drummer y col, 
1992; Caplehorn y Drummer, 1999; Clark y col, 1995) sobre todo 
en consumidores ocasionales de heroína, aún no tolerantes, para los 
cuales dosis de metadona tan bajas como 20 mg pueden resultar fatales 
al cabo de pocos días de tratamiento, debido a la acumulación de droga 
en sangre y tejidos. Además el uso incontrolado de metadona es todavía 
más peligroso que el de heroína, por su elevada vida media. Los niveles 
sanguíneos de metadona se encuentran entre 0,1 y 1 mg/L, sin poder 
distinguir entre valores terapéuticos y tóxicos, como sucede con la mor-
fina. Los signos patológicos de toxicidad por metadona son similares a 
los de otros opiáceos; se da depresión respiratoria e hipoxia asociada, 
hepatitis C y bronconeumonía.
1.4.2. Cocaína
La cocaína es un poderoso estimulante del sistema nervioso que 
acelera el ritmo cardíaco, dilata las pupilas, aumenta la temperatura y 
la presión arterial. Estos cambios físicos pueden estar acompañados por 
convulsiones, euforia, paro cardíaco, paro respiratorio y/o derrames. La 
cocaína llega al cerebro en segundos, produciendo una rápida e intensa 
excitación; sin embargo, la euforia desaparece rápidamente, dejando 
al adicto con un enorme deseo de consumirla en forma repetida. Para 
satisfacer este deseo el consumidor incrementa la dosis y la frecuencia, 
lo que produce adicción y debilitamiento físico. Es destacable la in-
teracción metabólica que se produce cuando se toman conjuntamente 
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cocaína y alcohol. Los consumidores de cocaína, al ingerir alcohol, re-
alzan la euforia y reducen la irritabilidad experimentada durante el con-
sumo intenso del alcaloide. Esto se fundamenta en la transformación, 
por enzimas hepáticos, de la cocaína en cocaetileno, ambos equipoten-
tes para bloquear la recaptación de la dopamina.
La cocaína es además un anestésico, que inhibe la transmisión 
nerviosa porque bloquea los canales de Na+ dependientes de voltaje, 
impidiendo la entrada de Na+ en respuesta a la despolarización y la 
conducción nerviosa. Esto puede ser peligroso en casos de sobredo-
sis cuando se afecta la conducción muscular en el corazón, causando 
arritmias cardíacas que pueden llevar a una muerte súbita. El repentino 
“rush” o “high” con inyecciones iv o fumando cocaína es causado por 
la liberación repentina de noradrenalina desde las terminaciones ner-
viosas; es un efecto similar al “rush” de la adrenalina en determinados 
estados fisiológicos: orgasmo sexual, nerviosismo en eventos atléticos 
o hablar en público (Klaasen, 2013) (Figura 1.15).
Figura 1.15. Mecanismo de acción dopaminérgico de la cocaína
Farmacocinética: Fumada o administrada por vía intravenosa, produce 
sus efectos en segundos y alcanza la concentración plasmática máxi-
ma a los 2-5 min (Cone, 1995). Por vía intranasal la cocaína es casi 
completamente absorbida pero la concentración plasmática máxima se 
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alcanza a los 30 min. La biodisponibilidad oral es baja (30%). Se dis-
tribuye ampliamente, con un volumen de distribución de 2 L/kg, y pasa 
la barrera placentaria.
Los principales metabolitos son la benzoilecgonina (BEG) y la ec-
gonina metil éster (EME), ambos inactivos. El metabolismo a EME se 
debe a esterasas hepáticas y plasmáticas (pseudocolinesterasas), y la 
BEG se forma por hidrólisis espontánea y por una carboxilesterasa he-
pática. En presencia de etanol, la carboxilesterasa transforma la cocaína 
en cocaetileno, con una actividad cardiotóxica importante (Benowitz, 
1993; Boyer y Petersen, 1992). Sólo un 1-5% de la dosis se elimina 
sin transformar en orina, la BEG y la EME son los metabolitos mayori-
tarios en orina y se pueden detectar durante 48-72 horas. La vida media 
de la cocaína oscila entre 40 min y 4 h, según la dosis, vía de entrada y 
duración del consumo (Jeffcoat y col, 1989) (Figura 1.16).
Figura 1.16. Metabolismo de la cocaína.
Toxicidad: Dosis de 50-100 mg intranasales o 15-30 mg intraveno-
sos producen euforia. Dosis intranasales u orales de 0,5-1 g pueden 
ser letales, pero se han descrito casos de muerte tras el consumo de 
20 mg intranasales. La dosis letal de cocaína disminuye en presencia 
de alcohol, posiblemente por la presencia de mayores concentraciones 
plasmáticas de cocaína y la aparición de cocaetileno. La cocaina es una 
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droga tóxica y los consumidores presentan paranoia, comportamiento 
violento, hipertermia y colapso repentino, además de cambios patológi-
cos en diferentes órganos y daños cardiovasculares en adictos jóvenes 
(Karch, 1991). El uso de cocaína es un factor de riesgo significati-
vo para hemorragias cerebrales fatales (Nolte y col, 1996; Morrow y 
McQuillen, 1993). Se han dado varios casos de rabdomiolisis asociada 
con abuso de cocaína, incluyendo hiperpirexia y fallo renal agudo. A 
veces, la presencia de cocaína en sangre puede ser prolongada si el 
aclaramiento renal está disminuido (Nolte, 1991).
No hay concentraciones de cocaína y metabolitos que puedan explicar 
una muerte por esta droga; también se deben tener en cuenta otros factores 
como la administración de otras sustancias tóxicas, las circunstancias de la 
muerte y los hallazgos patológicos y toxicológicos (Karch y col, 1998). 
En un estudio realizado en Nueva York, la mayoría de las muertes estaban 
asociadas a cocaina+heroína (39%) o cocaina+alcohol (36%), encontrán-
dose 6 personas que murieron por eventos cardíacos agudos relacionados 
directamente con la cocaína y 9 casos de hemorragia cerebral.
1.4.3. Antidepresivos
La depresión se caracteriza por: abatimiento y desgana, pérdida 
de interés por el mundo externo, disminución de la capacidad de ex-
perimentar placer, trastornos funcionales y del sueño, pensamiento 
lento y hasta una vivencia delirante de ruina y necesidad de castigo 
(Rojtenberg, 2001). Se pueden diferenciar dos tipos de síndrome de-
presivo: la depresión unipolar, en la que las oscilaciones del estado de 
ánimo se producen siempre en la misma dirección, y el trastorno bipo-
lar, en el que la depresión alterna con la manía. En muchos aspectos la 
manía es opuesta a la depresión, con entusiasmo exagerado y exceso de 
confianza en sí mismo, acompañados de acciones impulsivas.
La acción sedante se ha asociado tradicionalmente al bloqueo de 
los receptores beta-adrenérgicos histamínicos (H1) centrales. Los efec-
tos anticolinérgicos se deben al bloqueo muscarínico, por lo que pro-
vocarán sequedad de boca, retención urinaria, estreñimiento y visión 
borrosa, en función de la dosis, la edad y la susceptibilidad del paciente. 
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El síndrome anticolinérgico central cursa con desorientación, delirios y 
alucinaciones.
La hipotensión postural y la producción de arritmias pueden limitar 
gravemente el uso de antidepresivos, sobre todo en pacientes con tras-
tornos cardíacos. Son preferibles en estos casos los bloqueadores se-
lectivos de recaptación de serotonina o los nuevos antidepresivos, con 
efectos cardiovasculares menos graves.
La principal teoría bioquímica acerca de la depresión es la hipóte-
sis monoaminérgica (Figura 1.17), que habla de una deficiencia fun-
cional de los transmisores monoaminérgicos en determinadas regiones 
del encéfalo. La hipótesis se formuló inicialmente en relación con la 
noradrenalina, pero trabajos posteriores demostraron la implicación de 
la 5-hidroxitriptamina ó serotonina; esto conduciría a un incremento de 
estas aminas en el espacio sináptico, gracias a lo cual se produciría el 
efecto antidepresivo (Rang y col, 2012).
Figura 1.17. Hipótesis monoaminérgica para antidepresivos
La mayoría de los antidepresivos no modifica el estado de ánimo en indivi-
duos sanos. En general, no producen efectos euforizantes y por consiguien-
te, no son fármacos que pueden crear adicción. En pacientes depresivos 
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deben transcurrir al menos 10-15 días de tratamiento para que empiece a 
manifestarse el efecto antidepresivo, dato que dificulta la comprensión de 
los mecanismos bioquímicos. La Tabla 1.2 muestra la clasificación de los 
fármacos estudiados, según su mecanismo de acción.
Tabla 1.2. Clasificación de los antidepresivos estudiados,  
según su mecanismo de acción 
MECANISMO DE ACCIÓN PRINCIPALES ATD
Inhibición de la recaptación de 
serotonina y noradrenalina
Selectivos (IRSN) venlafaxina





Antagonismo de receptores de serotonina 
y noradrenalina
mirtazapina
Los IRSN se caracterizan por tener propiedades inhibidoras de la recap-
tación de serotonina, noradrenalina y en menor medida, de dopamina. 
Su eficacia relativa depende de la dosis: dosis terapéuticas bajas mues-
tran una selectividad por el lugar de recaptación de serotonina; dosis 
intermedias bloquean lugares de recaptación de noradrenalina y sero-
tonina; y dosis altas bloquean la recaptación de dopamina, además de 
la recaptación de serotonina y noradrenalina. El primer fármaco de este 
nuevo grupo, aprobado por la FDA (Food and Drug Administration, 
2001) para el tratamiento de la depresión ha sido la venlafaxina.
Los ISRS son estructuralmente diferentes entre sí y no tienen práctica-
mente efectos inhibitorios en los receptores histaminérgicos, adrenérgicos, 
serotoninérgicos, dopaminérgicos o colinérgicos. Estos fármacos se desa-
rrollaron para evitar los molestos efectos secundarios de los antidepresivos 
tricíclicos (Salazar y col, 2005).
Farmacocinética: La absorción de los antidepresivos por vía oral es 
rápida y su unión a la albúmina plasmática es fuerte. Sólo un 5-30% de la 
concentración plasmática se corresponde con la fracción libre de la ma-
yoría de estos fármacos; el resto se encuentra unido a dicha proteína. Los 
ATD son altamente liposolubles (Mendoza Patiño, 2008), lo que justifica 
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unos volúmenes de distribución elevados (en general, 10-50 L/Kg) y una 
eliminación lenta, tal y como lo demuestran sus vidas medias que pueden 
llegar hasta 4-6 días. Este secuestro extravascular, junto con la fuerte unión 
a la albúmina plasmática, justifica que la hemodiálisis no resulte eficaz para 
aumentar su eliminación. Los ATD se metabolizan en el hígado a través 
de N-desmetilación e hidroxilación del anillo, dando lugar a metabolitos 
que suelen retener la actividad biológica. Los antidepresivos se inactivan 
mediante conjugación glucurónida de los metabolitos hidroxilados, lo que 
facilita su excreción urinaria. También una pequeña porción de la dosis 
puede ser excretada por heces y/o leche materna (Rang y col, 2012).
En la Tabla 1.3 se pueden ver las diferentes características farmaco-
cinéticas y la dosificación de los antidepresivos (Govantes y col, 2009).
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Toxicidad: Dada la tendencia al suicidio de los enfermos depresivos, la 
frecuencia de intoxicaciones por sobredosificación es elevada, por lo que 
es conveniente que el paciente grave no disponga libremente de grandes 
cantidades de antidepresivo. Por ser sustancias inhibidoras de la recapta-
ción de noradrenalina, potencian las acciones farmacológicas de esta amina 
biógena. Sin embargo, bloquean la acción de compuestos que para ejercer 
sus efectos farmacológicos deben incorporarse a la terminación presinápti-
ca utilizando el mismo mecanismo de transporte que la noradrenalina (Del 
Rio y Flórez, 2005).
La intoxicación se caracteriza por alteraciones cardiovasculares (taqui-
cardia, bradicardia e hipotensión), convulsiones, trastornos gastrointestinales 
y hepáticos, convulsiones, agitación y somnolencia. Los casos de muerte son 
raros y en caso de sobredosis se debe considerar la ingesta de otras sustancias 
tóxicas. Entre las reacciones adversas asociadas a su uso terapéutico, desta-
can: náuseas, vómitos, sequedad de boca, estreñimiento, anorexia, insomnio, 
vértigo, nerviosismo, orgasmo o eyaculación anormal, visión borrosa, taqui-




Una persona adulta tiene un promedio de 5 litros de sangre, que supone 
un 8% del peso corporal. El plasma sanguíneo es el componente líquido de la 
sangre, transporta glóbulos y plaquetas, y contiene 91% de agua, lípidos, pro-
teínas (albúminas, globulinas y fibrinógeno), sustancias inorgánicas (sodio, 
potasio, cloruro de calcio, carbonato y bicarbonato) y sustancias de transporte 
(glucosa, aminoácidos, nitrógeno, oxígeno, urea, ácido úrico, etc). El suero 
sanguíneo es la fracción fluida que queda cuando se coagula la sangre.
Los glóbulos rojos son células formadas en la médula, que carecen de 
núcleo y contienen hemoglobina, capaz de transportar oxígeno a los tejidos. 
El ser humano cuenta con 4,5-5,5 millones por mm3 de sangre, que constitu-
yen el 45% del volumen de la sangre. Los glóbulos blancos poseen núcleo y 
son los encargados de destruir los agentes infecciosos y las células infectadas. 
El conteo normal es de 4.500-11.500 por mm3 de sangre, variable según las 
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condiciones fisiológicas y patológicas. Existen dos tipos principales: granu-
locitos que son los neutrófilos, basófilos y eosinófilos, y agranulocitos que 
son los monocitos y linfocitos. Las plaquetas son fragmentos celulares pe-
queños sin núcleo que se producen en la médula ósea. Su valor normal es 
150.000-450.000 por mm3 de sangre; contribuyen a la formación de los coá-
gulos, siendo así las responsables del cierre de las heridas vasculares (Hall, 
2011; Nelson y Cox, 2014).
La fisiología de la sangre está relacionada con los elementos que la com-
ponen y con los vasos que la transportan:
• transporta el oxígeno desde los pulmones al resto del organismo
• transporta el CO2 desde todas las células del cuerpo hasta los 
pulmones
• transporta los nutrientes contenidos en el plasma sanguíneo desde 
el hígado
• transporta mensajeros químicos como las hormonas
• defiende el cuerpo de las infecciones, gracias a los leucocitos
• responde a las lesiones que producen inflamación por algunos leu-
cocitos y otras células
• coagulación de la sangre y hemostasia, gracias a las plaquetas y fac-
tores de coagulación
• rechaza el transplante de órganos ajenos y alergias, como respuesta 
del sistema inmunitario
• homeostasis en el transporte del líquido extracelular, es decir, en el 
líquido intravascular
La mayor parte de los xenobióticos orgánicos van disueltos en el plasma 
o unidos a las proteínas y lipoproteínas séricas; sólo algunos son transportados 
por los hematíes. Por ello, el plasma es la muestra más representativa porque 
además posee menos interferencias y pigmentos que la sangre, evitando así la 
formación de emulsiones con los disolventes orgánicos como sucede frecuen-
temente con la sangre total. La concentración total de una droga en plasma 
varía con la concentración de proteínas (Moffat y col, 2004). Lo ideal es que 
el laboratorio reciba sangre total, sin coagular y sin hemolizar, adicionada con 
fluoruro sódico (5 mg/mL) que impide la coagulación y evita la fermentación 
y putrefacción; el analista decidirá si utiliza la sangre total o la centrífuga para 
separar el plasma y trabajar con él (Repetto y Repetto, 2009).
Lorena Morales Martínez
60
Las muestras de sangre postmortem suelen estar hemolizadas y putre-
factas pero son las únicas disponibles, por eso se debe agitar la muestra vi-
gorosamente para conseguir una mezcla homogénea, antes de tomar una alí-
cuota para el análisis. Para romper o disolver los coágulos puede aplicarse un 
tratamiento con ultrasonidos. Se deberían tomar dos muestras de sangre: una 
del corazón y otra de un lugar periférico (venas yugular o femoral) porque 
la sangre cardíaca puede estar contaminada, bien por un trauma, bien por la 
liberación de drogas desde los tejidos.
Estudios clínicos y postmortem demuestran que las concentraciones 
terapéuticas, tóxicas y letales de las drogas de abuso pueden solaparse. La 
tolerancia y la sensibilización juegan un papel significativo en la pobre corre-
lación entre los niveles plasmáticos encontrados y la gravedad de la intoxica-
ción (Levine, 1999).
1.5.2. Fluido oral
Está constituido por secreciones procedentes de glándulas submandi-
bulares (65%), parótidas (23%), sublinguales (4%) y otras pequeñas glán-
dulas bucales y labiales (8%). También contiene células epiteliales, restos 
de comida y microorganismos orales (Ritschel y Thompson, 1983). Bajo 
estimulación, especialmente por la masticación, la contribución de las paróti-
das aumenta hasta en un 50% del total del fluido oral producido (Haeckel y 
Hänecke, 1996; Mulamed, 1993).
El fluido oral ó saliva es un ultrafiltrado del fluido intersticial, con un pH 
de 5,8-7,6, que contiene: agua (99%), en la que se disuelve el 1% restante: 
iones, moco, lisozima, mucina y otras sustancias como trasferrinas. La baja 
concentración de proteínas en fluido oral, comparada con la sangre, explica 
que la mayor proporción de la droga contenida en este fluido no esté unida a 
proteínas. La unidad básica de las glándulas salivares es el salivón, que está 
formado por ácinos conectados por conductos, y el fluido oral es secretado a 
la cavidad bucal. Los ácinos son sacos que producen una secreción primaria 
semejante a un ultrafiltrado de plasma. Los conductos salivares modifican la 
secreción primaria: se agrega bicarbonato y potasio, y se reabsorbe cloruro y 
sodio. Cuando hay abundante secreción salivar, aumenta la concentración de 
iones sodio, cloruro y bicarbonato, y desciende la concentración normal de 
potasio en fluido oral.
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El sistema nervioso autónomo juega un papel importante en el volu-
men, viscosidad y concentración proteica del fluido oral secretado (Aps y 
Martens, 2005). La velocidad de secreción depende de la estimulación, la 
hora del día y el ritmo circadiano y varía desde 0 mL/min (durante el sueño) 
a 6 mL/min (estímulo ácido en lengua), pudiendo producirse 1-2 L de fluido 
oral por día. La mayoría de las sustancias atraviesan las membranas lipídicas 
de las células acinares por difusión pasiva, que depende del gradiente de con-
centraciones y del pK de la droga, entre otros factores.
Sustancias de bajo peso molecular son excretadas activamente en el flui-
do oral, por tanto su concentración puede ser mucho mayor que en sangre. 
Moléculas polares pequeñas pasan al fluido oral por un proceso de ultrafil-
tración, a través de los poros de las membranas. Varios autores (Moolchan y 
col, 2000; Jenkins y col, 1995) estudiaron los niveles de cocaína y/o heroína 
con sus metabolitos en plasma y fluido oral sin poder llegar a una correlación 
estable entre ellos. Por el contrario, otros autores sí afirmaron encontrar nive-
les en fluido oral similares a los sanguíneos (Toennes y col, 2005; Speckl y 
col, 1999). La Tabla 1.4 recoge algunos valores de la relación entre las con-
centraciones de droga en saliva y plasma, en base a los hallazgos publicados 
por diferentes autores.
Tabla 1.4: Relación de concentración saliva/plasma de opiáceos y cocaína
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La interpretación de los niveles de drogas en fluido oral depende de 
varios factores:
• El pH del fluido oral es normalmente más ácido que el de la 
sangre, pero la estimulación de la secreción salivar produce un 
aumento del pH hasta un máximo de 8,0 (Kidwell y Holland, 
1998). Esta condición puede alterar la relación fluido oral/plas-
ma para sustancias altamente ionizadas a pH fisiológico.
• Para ácidos débiles con pka>8,5, bases débiles con pka<5,5 y sus-
tancias neutras, la relación fluido oral/plasma es independiente del 
pH. Para bases débiles con pka>5,5 y ácidos débiles con pka<8,5, 
el pH del fluido oral podría tener efecto sobre la concentración 
(Haeckel y Hänecke, 1996; Cone y Menchen, 1988).
1.6. METODOLOGÍA ANALÍTICA
La extracción de los analitos a partir de la muestra, también llamada “pre-
paración de la muestra”, se basa en el aislamiento y enriquecimiento de 
los compuestos de interés a partir de la matriz biológica para su posterior 
determinación. En esta tesis doctoral, se han usado tres procedimientos de 
extracción diferentes: extracción en fase sólida (SPE) para separar dro-
gas de abuso del plasma; extracción líquido-líquido (LLE) para separar 
drogas de abuso de la saliva y microextracción líquido-líquido dispersi-
va (DLLME) para separar antidepresivos del plasma. La técnica analítica 
usada para la determinación de las drogas de abuso y/o los antidepresivos 
en plasma y/o saliva es la cromatografía líquida de alta y/o ultra resolución 
acoplada a un detector de red de diodos (HPLC-PDA y/o UPLC-PDA) o a 
un detector de espectrometría de masas (MS-MS).
1.6.1. Extracción en fase sólida (SPE)
La preparación de la muestra puede ser de igual o mayor impor-
tancia que otros factores a la hora de mejorar los resultados obtenidos 
con los métodos analíticos. Su optimización implica una disminución 
en el número de etapas y sus errores asociados; se pueden reducir vo-
lúmenes de muestra y de disolvente, tiempo de extracción y cantidad 
de resíduos tóxicos generados. La extracción en fase sólida (SPE) fue 
introducida en los años setenta, como una alternativa a la extracción 
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líquido-líquido, para eliminar interferencias procedentes de la matriz 
biológica y concentrar el analito antes de su determinación. Se compro-
bó que los beneficios de la SPE sobre la LLE eran una mayor recupe-
ración de algunos analitos, así como un incremento en la selectividad y 
velocidad. Actualmente están disponibles un gran número de materiales 
adsorbentes, según el tipo de extracción: en fase normal, en fase rever-
sa, de intercambio iónico, etc., aunque no ha habido mejoras sustancia-
les en la tecnología fundamental utilizada. Problemas asociados con el 
diseño de sus cartuchos incluyen un equilibrio entre maximizar la capa-
cidad de extracción de la columna y minimizar el volumen de eluyente 
requerido, conseguir una buena reproducibilidad y eliminar impurezas 
de la muestra que pudieran interferir en el análisis posterior.
En SPE hay que tener en cuenta, además del adsorbente y su tama-
ño de partícula, la elección adecuada del disolvente (idealmente debe 
eluir de forma selectiva los analitos, y además ser compatible con la 
técnica analítica utilizada en la etapa de medida) y su velocidad de flu-
jo. En un proceso de extracción en fase sólida, se pueden distinguir 
cuatro etapas básicas (Moors y col, 1994; Thurmann y Mills, 1998):
-Acondicionamiento del adsorbente: se utiliza uno o varios disol-
ventes que eliminen posibles impurezas existentes sobre la superficie 
del material y que faciliten la interacción entre éste y la muestra en la 
que se encuentra el analito a concentrar.
-Adición de la muestra: durante esta etapa el analito se concentra 
hasta 1000 veces; además algunos de los componentes de la matriz pue-
den quedar también retenidos.
-Lavado: el adsorbente se lava con un disolvente adecuado para eli-
minar las interferencias retenidas, mientras que los analitos permanecen 
en el lecho adsorbente; si la muestra es acuosa, puede usarse un tampón 
acuoso o una mezcla agua/disolvente orgánico.
-Elución del analito: durante esta etapa, se recupera el analito de la 
fase sólida por adición de un disolvente adecuado capaz de romper las 
uniones analito-adsorbente; se suele usar un disolvente orgánico que 
puede ser inmiscible con la matriz acuosa, por lo que es conveniente 




Figura 1.18. Fotografía del sistema SPE usado
1.6.2. Extracción líquido-líquido (LLE)
La extracción líquido-líquido convencional se basa en la trans-
ferencia del analito desde la muestra acuosa a un disolvente o mez-
cla de disolventes orgánicos inmiscibles en la matriz acuosa. Así 
se consigue separar la sustancia, para su posterior identificación y 
determinación usando frecuentemente técnicas cromatográficas con 
diferentes detectores. Aunque es una técnica ampliamente utilizada, 
presenta algunas deficiencias, tales como la formación de emulsiones 
y el uso de grandes volúmenes de muestra y de disolventes tóxicos, 
que hacen que la LLE sea costosa, larga y poco amigable con el me-
dio ambiente.
La utilización de Toxitubos® (Figura 1.19) simplifica el proce-
dimiento de extracción líquido-líquido para drogas básicas como las 
drogas de abuso (Toxitubos A) y drogas ácidas (Toxitubos B) a par-
tir de una matriz biológica (sangre, orina, humor vítreo o saliva). Es 
un método muy usado en Toxicología forense tanto para sangre total o 
plasma como para orina porque posee una serie de ventajas: es econó-
mico pues no utiliza disolventes adicionales, no requiere de un equipo 
especial dotado de vacío como en la SPE, es rápido, poco laborioso y 
permite la obtención de cromatogramas muy limpios (Cámpora y col, 
2003 y 2006; Strano-Rossi y col, 2011; Fernández y col, 2008). Cada 
Toxitubo A contiene varias sales (cloruro sódico-1,53 g, bicarbonato 
sódico-0,14 g, carbonato sódico-0,14 g) y una mezcla de disolventes 
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(heptano-0,77 mL, isopropanol-0,38 mL, 1,2-dicloroetano-0,58 mL y 
diclorometano-0,58 mL). En total, 1,81 g de sales y 2,31 mL de disol-
ventes orgánicos.
Figura 1.19. Fotografía de los Toxitubos usados
1.6.3. Microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME)
Se han hecho esfuerzos importantes en las dos últimas décadas para 
adaptar los métodos tradicionales de preparación de la muestra y desa-
rrollar nuevos enfoques para ahorrar tiempo, mano de obra y material. 
La miniaturización ha sido clave en la consecución de estos objetivos.
La Microextracción en fase sólida (SPME) fue la primera técni-
ca de microextracción en química analítica (Pawliszyn y Liu, 1987; 
Arthur y Pawliszyn, 1990); analitos de polaridad baja o media son 
extraídos de muestras acuosas en una fibra polimérica sólida por difu-
sión pasiva. Se trata de un método relativamente rápido, fácil de usar y 
acoplable en línea a la instrumentación analítica; sin embargo, las fibras 
recubiertas son generalmente caras, y tienen una vida limitada para al-
gunas aplicaciones.
La Microextracción en fase líquida (LPME) surgió a mediados de 
la década de los noventa. Como su nombre indica, sólo se necesitan 
microlitros de disolvente para extraer los analitos de la muestra acuosa. 
Supera muchas desventajas de la LLE y algunas de la SPME, por ejem-
plo, la dependencia de un proveedor comercial, el arrastre de la muestra 
o la contaminación cruzada (Djozan y col, 2001).
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La Microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME) fue 
presentada unos años después por Rezaee y col (2006), y se basa en 
un sistema ternario de disolventes: la muestra acuosa, unos pocos 
microlitros de un disolvente extractante con alta densidad (cloroben-
ceno, cloroformo o disulfuro de carbono) y un disolvente dispersante 
altamente miscible con las otras dos fases (metanol, acetonitrilo o 
acetona). La Figura 1.20 muestra la jeringuilla y los tubos usados en 
DLLME.
Figura 1.20. Fotografías de la jeringuilla y tubos usados en DLLME
Esta técnica incluye dos pasos: en el primero, la mezcla de las fases ex-
tractante y dispersante es inyectada rápidamente en la muestra acuosa, 
produciéndose una importante turbulencia, con la consiguiente forma-
ción de gotas muy finas en la muestra donde los analitos se encuentran 
enriquecidos. Debido a la gran superficie de contacto existente entre el 
extractante y la muestra acuosa se alcanza el equilibrio rápidamente y 
por lo tanto el tiempo de extracción es muy corto (Rezaee y col, 2010; 
Zgota-Grzéskowiak, 2010). El segundo paso consiste en la centrifuga-
ción de la disolución turbia, formándose una fase sedimentada que se 
deposita en el fondo del tubo cónico; esta gota se concentra y finalmen-
te se procede a su determinación analítica (Figura 1.21). En base a lo 
comentado, las ventajas de la DLLME incluyen rapidez, simplicidad, 
bajo coste, alta recuperación, alto factor de enriquecimiento y no agre-
sión al medio ambiente.
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Figura 1.21. Fases de la microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME)
Los factores que afectan a la eficacia de la DLLME son: disolvente 
extractante adecuado; disolvente dispersante adecuado; volumen de di-
solvente extractante y volumen de disolvente dispersante.
(1) Los disolventes extractantes son seleccionados en base a su 
mayor densidad con respecto al agua, su capacidad de extracción de 
los compuestos de interés y su buen comportamiento cromatográfico. 
Hidrocarburos halogenados como el clorobenceno, cloroformo, tetra-
cloruro de carbono y tetracloroetileno son por lo general seleccionados 
como disolventes extractantes, por cumplir estas características.
(2) La miscibilidad del disolvente dispersante, tanto en el disolven-
te extractante como en la fase acuosa es esencial para la selección del 
mismo. Acetona, metanol y acetonitrilo suelen ser seleccionados como 
disolventes dispersantes. 
(3) El volumen de disolvente extractante tiene un efecto impor-
tante en el factor de preconcentración (PF), que es el cociente entre 
la concentración del analito en la fase sedimentada y la concentración 
inicial de analito en la muestra. Al aumentar el volumen del extrac-
tante, el volumen de la fase sedimentada, obtenida por centrifugación, 
aumenta, resultando en una disminución del PF. Por lo tanto, el vo-
lumen óptimo de disolvente extractante debe garantizar altos valores 
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de PF y volumen suficiente de la fase sedimentada para el análisis 
posterior de la muestra.
(4) El volumen de disolvente dispersante afecta directamente a 
la formación de la disolución turbia (agua / disolvente dispersante o 
disolvente extractante), al grado de dispersión del disolvente extrac-
tante en la fase acuosa y posteriormente a la eficacia de la extracción. 
La variación del volumen de dispersante cambia el volumen de la 
fase sedimentada, por lo tanto, es necesario cambiar el volumen de 
disolvente dispersante y disolvente extractante simultáneamente para 
alcanzar un volumen constante de fase sedimentada. El volumen ade-
cuado de disolvente dispersante para una buena turbidez de la disolu-
ción depende de los volúmenes de la muestra acuosa y del disolvente 
extractante. 
Los factores que afectan al volumen de la fase sedimentada son 
los siguientes: solubilidad del disolvente extractante en agua, volumen 
de la muestra, volumen del disolvente dispersante y volumen de disol-
vente extractante. Desde el punto de vista experimental, para obtener el 
volumen deseado de fase sedimentada, deben hacerse antes del inicio 
del experimento principal algunas pruebas preliminares. En primer lu-
gar, se calcula la solubilidad del disolvente extractante en fase acuosa y 
posteriormente, debido al aumento de la solubilidad del extractante en 
presencia del dispersante, se deben hacer varios ensayos para calcular 
el volumen exacto de la fase sedimentada que se obtendría al usar un 
volumen deseado de disolventes extractante y dispersante (Cruz-Vera, 
2011).
1.6.4. Cromatografía líquida de alta y ultra resolución (HPLC 
y UPLC)
Los componentes típicos de un cromatógrafo de líquidos son: fras-
cos para disolventes, bomba, inyector de la muestra, columna, detector 
y procesador de datos. La separación de los componentes de la mues-
tra tiene lugar en la columna y surge como resultado de la interacción 
específica entre los analitos y las fases estacionaria y móvil. La gran 
variedad de fases estacionarias útiles en cromatografía líquida, permite 
un amplio rango de interacciones selectivas y aumenta las posibilidades 
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de separación (Skoog y West, 2008). La Figura 1.22 muestra las fo-
tografías de los dos cromatógrafos de líquidos utilizados en esta tesis 
doctoral.
 (a) (b)
Figura 1.22. Fotografías de los equipos usados (Waters®): 
(a) HPLC-PDA y (b) ACQUITY UPLC-PDA
A menudo se incluyen accesorios para eliminar los gases disueltos y 
las partículas en suspensión. La forma más sencilla de llevar a cabo 
una separación en HPLC es mediante elución isocrática, es decir, man-
teniendo constante la composición de la fase móvil. Sin embargo, a 
menudo, se puede obtener un cromatograma más satisfactorio mediante 
elución en gradiente, que consiste en utilizar mezclas variables de dos o 
más disolventes de distinta polaridad. La relación de volúmenes de los 
dos disolventes (fase móvil) se modifica, de acuerdo con un programa 
previamente establecido, mejorando la eficacia de la separación. Según 
la polaridad de la fase estacionaria de la columna, se distinguen dos 
tipos de cromatografía: en fase normal, donde la fase estacionaria es 
muy polar y la fase móvil poco polar y en fase reversa, donde la fase 
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estacionaria es poco polar y la fase móvil presenta una mayor polaridad. 
Para lograr una buena separación de varios analitos, la columna debe 
ser capaz de reconocer las diferencias entre ellos (Bell y Santasania, 
2003).
La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) es una técnica 
muy versátil, que puede acoplarse a diferentes detectores (Nakashima, 
2005). El detector ultravioleta más reciente es el detector de red de 
diodos, en el cual la radiación procedente de una lámpara de deuterio, 
pasa a través de un divisor de haz hacia la celda de flujo, de modo que 
sobre la muestra incide totalmente la radiación lumínica. El haz de luz 
pasa a través de otra lente que lo enfoca hacia una red de difracción 
produciendo la dispersión de la luz. La radiación dispersada se refleja 
sobre un transductor de red de diodos, consistente en una serie de 200 
a 1000 fotodiodos sobre un chip de silicona. La separación que existe 
entre las rendijas de la red de difracción es la misma que existe entre 
los diodos, por ello la señal de cada diodo se va a corresponder con 
una radiación de diferente longitud de onda. La serie de diodos va a 
cubrir un amplio intervalo del espectro ultravioleta (190-800 nm). El 
escaneado secuencial de todas las señales da lugar a un cromatograma 
tridimensional (absorbancia x longitud de onda x tiempo), y permite 
monitorizar la muestra a más de una longitud de onda. En la práctica, 
esto propicia un aumento de la sensibilidad pues permite trabajar a las 
longitudes de onda a las cuales las respuestas cromatográficas de los 
analitos son máximas. Además, esta doble identificación (tiempo de re-
tención y espectro de absorción) proporciona una mayor especificidad 
pues permite detectar impurezas potenciales y/o drogas coextraidas de 
la matriz biológica, con tiempos de retención próximos a los de las 
drogas en estudio, pero con espectros diferentes. Un pico puro se co-
rresponde con un único compuesto, y los espectros en todos los puntos 
del pico deben coincidir exactamente con el espectro del compuesto 
(Huber y George, 1993).
La cromatografía líquida de ultra resolución (UPLC) mejora la 
sensibilidad, eficacia, selectividad, fácil adaptabilidad al análisis cuan-
titativo y la aplicación a muestras térmicamente inestables o no volá-
tiles. Con respecto a la cromatografía de alta eficacia, logra aumentar 
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notablemente la resolución, la velocidad y la sensibilidad con colum-
nas rellenas de partículas redondeadas de 1,7 µm de diámetro y pre-
siones de 150.000 psi. Los componentes básicos de un sistema UPLC 
son: bandeja para los depósitos de disolventes, inyector, bomba de alta 
presión con mezclador a baja presión (QSM), horno de columna que 
permite trabajar desde 4ºC a 90ºC, garantizando separaciones precisas 
y reproducibles, detector y sistema de procesado de datos. Las caracte-
rísticas de UPLC incluyen: 
• bajo consumo de eluyentes
• tiempos de análisis reducidos sin comprometer la cantidad y
calidad de los datos analíticos.
• el sistema de lavado utiliza un solo eluyente para limpiar la par-
te exterior de la aguja de muestras y cebar el sistema de lavado.
• mezcla cuatro eluyentes con cualquier combinación o
proporción.
• utiliza bajos volúmenes y disolventes precalentados para ga-
rantizar un comportamiento térmico consistente; los adminis-
tradores de las columnas ofrecen flexibilidad de múltiples zo-
nas con un rango de temperatura de entre 4 y 90ºC.
• el sistema de disolventes binarios y el inyector pueden alcanzar
presiones de hasta 150.000 psi realizando análisis más rápidos
y con mayor resolución que con el HPLC tradicional (Skoog y
col, 2001).
• la eficiencia de separación se mantiene o incluso mejora con res-
pecto al HPLC (Nováková y col, 2006; Wren y Tchelitcheff,
2006).
1.7. ANTECEDENTES BIBLIOGRÁFICOS
La preparación de la muestra tiene como finalidad la extracción de los 
analitos a partir de matrices complejas, en un tiempo corto y con la 
máxima eficacia y reproducibilidad. Los sistemas tradicionales de ex-
tracción de drogas de abuso son la extracción líquido-líquido (LLE) y la 
extracción en fase sólida (SPE). La segunda ofrece numerosas ventajas 
frente a la primera, ya que permite una mejor purificación de la mues-
tra, mayor selectividad y bajos volúmenes de muestra y disolventes. 
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Sin embargo, el elevado consumo de drogas de abuso y antidepresivos 
hace necesaria una investigación continuada en este campo, desde el 
punto de vista analítico y toxicológico, lo que nos llevó a la búsqueda 
de métodos más eficaces, tales como la microextracción líquido-líquido 
dispersiva (DLLME).
La microextracción liquido-líquido dispersiva (DLLME) es una 
técnica más moderna, que está cobrando una gran importancia en los 
últimos años. Requiere muy poco volumen de disolventes orgánicos, 
se alcanza rápidamente el equilibrio entre la muestra acuosa, el disol-
vente extractante y el disolvente dispersante, y la concentración de los 
analitos aumenta mucho al obtenerse un área superficial elevada entre 
el extractante y la muestra (se forman gotas muy finas). Los primeros 
trabajos solo usaban agua como matriz, pero recientemente aparecieron 
nuevos estudios en los que se utilizaban otras matrices, como los fluidos 
biológicos. Los analitos a extraer con esta técnica son muy variados, y 
en la revisión bibliográfica realizada se encontraron algunos trabajos 
en orina (Xiong y col, 2009: Mashayekhi y col, 2010; Moradi y col, 
2011).
Después de la preparación de la muestra se procede a la determi-
nación de las concentraciones de las drogas en las matrices correspon-
dientes, con ayuda de diferentes técnicas analíticas: cromatografía de 
gases combinada con espectrometría de masas o cromatografía líqui-
da de alta resolución (HPLC), que permite separar un gran número de 
sustancias sin un tratamiento químico previo. La HPLC es una técnica 
muy versátil y suele estar acoplada a sistemas de detección ultravioleta, 
fluorescencia y/o espectrometría de masas (Nakashima, 2005), algunos 
de los cuales se ven limitados dentro de la cromatografía de gases. Es 
ampliamente utilizada en el campo de la Toxicología para la determi-
nación de drogas de abuso y antidepresivos en todo tipo de matrices 
como orina, sangre, plasma, pelo, sudor, saliva, vísceras, etc. Por todas 
estas razones, son numerosos los trabajos de investigación llevados a 
cabo con esta técnica para la determinación de opiáceos, cocaína y otras 
sustancias psicoactivas, junto con sus metabolitos, en plasma, saliva y 
otras muestras, en los que se ha variado el método de detección, el tipo 
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de columna, la composición de la fase móvil y el procedimiento de ex-
tracción utilizado.
La Tabla 1.5 incluye un resumen de las publicaciones resultantes 
de una revisión bibliográfica sobre drogas de abuso, determinadas por 
HPLC, en muestras biológicas.
Tabla 1.5. Revisión bibliográfica sobre drogas de abuso
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Fritch, 2009
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Como ya se ha comentado, la preparación de la muestra es la etapa más 
importante de un proceso analítico pues tiene un efecto directo sobre la ca-
lidad de los resultados. Hay muchos trabajos que reportan datos obtenidos 
después de la aplicación de procedimientos convencionales para la 
determinación de antidepresivos en diferentes fluidos biológicos (Vlase y 
col, 2005; Saracino y col, 2006; Bahrami y col, 2009). La extracción 
líquido-líquido es una de las técnicas más antiguas de preconcentración y 
aislamiento de los analitos, y requiere mucho tiempo y grandes 
cantidades de disolvente orgánico. Para solucionar estos problemas, las 
investigaciones más recientes se orientaron hacia el desarrollo de nuevas 
técnicas eficaces, económicas 
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y miniaturizadas, entre las que se encuentra la microextracción líquido-lí-
quido dispersiva (DLLME), ya explicada en el apartado 1.6.4. Desde que 
Rezaee y col (2006) publicaron el primer trabajo relacionado con esta técni-
ca surgieron numerosos estudios usando matrices acuosas (Fan y col, 2008; 
Melwanki y Fuh, 2008; Saraji y col, 2011), o matrices biológicas (Ito y 
col, 2011; Xu y col, 2009; Lili y col, 2010).
Tambien fueron publicados varios métodos de cromatografía de gases 
para el análisis de antidepresivos, pero todos requirieron una etapa de de-
rivatización para aumentar la volatilidad de estos compuestos. Esta etapa 
no es necesaria en la cromatografía líquida, por lo que se está convirtiendo 
en la técnica de elección para el análisis de estas drogas pues requiere me-
nos tiempo y posibilita la obtención de buenos parámetros de validación. 
Existen varios detectores, como el ultravioleta-UV, array de diodos-DAD 
(Wozniakiewicz y col, 2008; Rodrigues Chaves y col, 2009; Ghambarian 
y col, 2012) o el espectrómetro de masas-MS (Juan y col, 2005; Kirchherr 
y col, 2006), el cual proporciona una buena selectividad y especificidad. Sin 
embargo, se debe destacar que la técnica HPLC-DAD ofrece ventajas, tales 
como un bajo coste, facil mantenimiento y adecuada selectividad, todas ellas 
propiedades muy convenientes para realizar análisis de screening general.
La Tabla 1.6 incluye una revisión bibliográfica sobre antidepresivos, 
en especial los inhibidores selectivos de la recaptación de serotonina (ISRS), 
determinados por cromatografía de líquidos en diversas matrices biológicas.
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2. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS
El término drogas de abuso hace referencia a sustancias que se utilizan 
al margen de las indicaciones o dosis reconocidas (como los antide-
presivos) o que son ilegales (como la cocaína y los opiáceos), cuyo 
consumo conlleva cuadros clínicos y de conducta caracterizados por 
tolerancia y dependencia.
En Europa, el consumo de drogas es una causa reconocida de 
mortalidad evitable entre los adultos, según el Informe de 2018 del 
Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxicomanías (OEDT). La 
droga estimulante ilegal más consumida en Europa es la cocaína, con 
mayor prevalencia en los países del sur y el oeste. Se estima que 17,5 
millones de adultos europeos (entre 15 y 64 años) han consumido co-
caína en algún momento de su vida (Figura 2.1A). Algunos indica-
dores, como la vigilancia de aguas residuales, las incautaciones y los 
datos sobre precios y pureza indican que la disponibilidad de cocaína 
podría haber aumentado en algunas partes de Europa. La heroína es el 
opiáceo más consumido en Europa (Figura 2.1B). Datos recientes in-
dican que el 81% de la demanda de nuevos tratamientos por consumo 
de opiáceos en Europa está relacionada con la heroína. El tratamiento 
de sustitución, normalmente combinado con intervenciones psicosocia-
les, es la modalidad terapéutica más frecuente en casos de dependencia 
de opiáceos en Europa. La metadona es el medicamento de sustitución 
prescrito con mayor frecuencia, ya que se administra al 63% de los con-
sumidores tratados. Aquellos que inician o abandonan el tratamiento 
con frecuencia son especialmente vulnerables a una sobredosis.
En 2016 se calcula que se produjeron al menos 7.929 muertes por 
sobredosis en la Unión Europea, todas ellas relacionadas con alguna 
droga ilegal. El número de muertes por sobredosis aumentó entre 2012 
y 2016 en los grupos de población de más de 30 años, y se mantuvo en-
tre los grupos más jóvenes, reflejando el envejecimiento de la población 
consumidora de opiáceos. En la mayoría de las sobredosis mortales 
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notificadas en Europa, aparece la heroína y/o sus metabolitos, frecuen-
temente combinada con otras sustancias.
Según datos más recientes, se ha registrado un aumento en el nú-
mero de muertes por heroína. Sin embargo, los estimulantes como la 
cocaína están asociados a un menor número de muertes por sobredosis, 
aunque su importancia varía de unos países a otros.
Figura 2.1. Estimaciones del consumo de drogas en la Unión Europea para cocaína 
(A) y opioides (B). Con permiso de OEDT, 2018.
El seguimiento del tratamiento o intoxicación/sobredosis correspon-
diente puede llevarse a cabo mediante la determinación analítica de 
estas sustancias o sus metabolitos en muestras biológicas. La automati-
zación de los métodos de inmunoanálisis es una solución para:
• el cribado diagnóstico de consumo en ambientes laborales,
donde legalmente se requiere la abstinencia. 
• el seguimiento del tratamiento de la adicción.
• la detección de casos de sobredosis o de intoxicación en los
servicios de urgencias médicas.
El resultado esperado es conocer la presencia o ausencia de droga o 
metabolitos que indiquen el consumo de la sustancia. También puede 
ser semicuantitativo, mediante la interpretación obtenida al establecer 
valores discriminantes. Las implicaciones legales de estos resultados 
recomiendan la verificación de éstos mediante métodos analíticos 
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cuantitativos más específicos y exactos, como los cromatográficos, in-
cluyendo una etapa de preparación de muestra. La cromatografía lí-
quida de alta resolución con detector de red de diodos (HPLC-DAD) 
es una técnica más eficaz comparada con el radioinmunoensayo (RIA) 
ya que permite diferenciar las drogas de sus metabolitos mediante sus 
espectros. Además, la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 
es más rápida y sencilla, si se compara con la cromatografía de gases 
(GC), que requiere una etapa previa de derivatización para el análisis 
de algunas drogas.
La preparación de muestras para el análisis de drogas y fármacos es 
un continuo desafío para los analistas. En el análisis clínico y forense, 
cada caso es único y la naturaleza de las sustancias puede ser diferente 
o desconocida, por tanto es difícil estandarizar todo el procedimiento
analítico. Además, la disponibilidad de la muestra es limitada en la ma-
yoría de los casos.
La matriz de muestra utilizada depende del paciente/individuo y 
del tipo de análisis. Una de las más útiles para la identificación y cuan-
tificación es la sangre/plasma porque proporciona información sobre 
la relación consumo/efecto de la droga de abuso determinada. Presenta 
inconvenientes como la toma invasiva de muestra, el volumen limita-
do y el tiempo de detección corto para algunas sustancias. Una matriz 
alternativa es la saliva, cuya toma de muestra es sencilla y no invasiva, 
permite analizar la droga original y proporciona información sobre un 
consumo reciente. Como desventajas, la saliva puede sufrir contamina-
ción y su volumen también es limitado.
Como las drogas y sus metabolitos están generalmente presentes 
en niveles de trazas en los fluidos biológicos, todo el procedimiento 
analítico debe ser lo suficientemente sensible como para detectar y 
cuantificar los analitos con precisión y selectividad. Debido a la natu-
raleza extremadamente compleja de las muestras no se recomienda su 
introducción directa en un instrumento analítico para su análisis. Por lo 
tanto, se requiere una metodología de preparación de la muestra que la 




• requerir una cantidad mínima de muestra para la extracción de
las drogas de interés
• consumir la menor cantidad de disolventes orgánicos tóxicos
• ser eficiente en el tiempo
• proporcionar recuperaciones reproducibles
• producir un extracto limpio, sin impurezas e interferencias de
matriz
• ser compatible para el acoplamiento con diferentes instrumen-
tos analíticos.
El método más utilizado para la extracción y la concentración previa 
de analitos a partir de matrices toxicológicas es la extracción líquido-lí-
quido (LLE), que es un proceso laborioso, requiere un paso de evapora-
ción para eliminar el exceso de disolventes antes del análisis y, a veces, 
también un paso de purificación. La extracción en fase sólida (SPE) es 
la técnica más comúnmente utilizada para eliminar interferencias y con-
centrar los analitos de interés en muestras biológicas líquidas, con un 
requerimiento menor de disolventes. Sin embargo, existen dispositivos 
comerciales que requieren pequeños volúmenes de disolventes para la 
extracción: toxitubos para LLE, que contienen disolventes y sales en 
proporciones ideales para el análisis de drogas, y cartuchos para SPE, 
rellenos con miligramos de fase estacionaria. Con el objetivo de mejo-
rar las metodologías tradicionales de preparación de muestras, se han 
desarrollado técnicas de microextracción que requieren el uso de po-
cos microlitros de disolvente, así como menos tiempo y mano de obra, 
además de ser respetuosos con el medio ambiente. De este modo, la 
microextracción líquido-líquido dispersiva (DLLME) es una miniaturi-
zación de la técnica de LLE y se utiliza ampliamente para la extracción 
de diversos tipos de analitos contenidos en diferentes matrices, desde 
su introducción en 2006.
El objetivo general de esta Memoria es el desarrollo de metodo-
logías analíticas para la determinación de compuestos bioactivos en 
muestras biológicas de interés toxicológico. Para desarrollar este obje-
tivo general se han planteado los siguientes objetivos parciales:
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1. Desarrollo de metodologías analíticas basadas en cromatogra-
fía líquida de alta resolución para la identificación y determi-
nación de drogas de abuso (morfina, 6-acetilmorfina, codeína,
cocaína, benzoilecgonina, cocaetileno, metadona y EDDP) en
plasma y fluido oral.
2. Desarrollo de metodologías analíticas basadas en cromatogra-
fía líquida de ultra resolución para la identificación y determi-
nación de antidepresivos (escitalopram, fluoxetina, fluvoxami-
na, mirtazapina, sertralina y venlafaxina) en plasma.
3. Desarrollo de procesos de preparación de muestra para el ais-
lamiento de drogas de abuso en muestras de plasma y de fluido
oral
4. Desarrollo de un proceso de preparación de muestra para ex-
traer antidepresivos a partir de plasma, utilizando una herra-
mienta quimiométrica, como es el diseño de experimentos,
para estudiar y optimizar los principales factores que poten-
cialmente afectan al proceso de extracción.
5. Validación de las metodologías analíticas propuestas y aplica-
ción a muestras reales de plasma y saliva, todas ellas proceden-
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3.10.2 Límites de detección y de cuantificación
3.10.3 Selectividad







• Cromatógrafo de líquidos Waters®, Modelo 2695
• Detector de array de fotodiodos Waters®, Modelo 996
• Acquity UPLC-H Class con Horno Waters®
• Detector Acquity de array de fotodiodos Waters®
• Software Empower Pro®
• Agitador magnético ARE (Velp Científica®)
• Agitador magnético HI 190M (Hanna Instruments®)
• Agitador mecánico Reax 2000 (Heidolph®)
• Balanza analítica BP61S (Sartorius®)
• Balanza de precisión S-2000 (Bosch®)
• Baño de ultrasonidos (Selecta®)
• Baño seco (VLMEC1®)
• Baño termostático Techne (Dri-Block® DB-1)
• Bomba de vacío (Waters-Millipore® Le Mont-sur-Lausanne,
Suiza)
• Cámara frigorífica (Selecta®)
• Centrífuga miniSpin plus (Eppendorf®)
• Centrífuga MIXTASEL (Selecta®)
• Equipo de filtración (Waters-Millipore®)
• Estufa (Selecta®)
• Manifold Visiprep™ DL (Supelco®)
• pH-metro BASIC 20 (Crison®)
3.2. MATERIAL
• Barras agitadoras
• Cartuchos de extracción Bond-Elut Certify, 130 mg, 3ml
(Varian®)
• Cartuchos de extracción Oasis HLB, 130 mg, 3mL (Varian®)
• Embudos de vidrio
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• Espátulas
• Filtros HV 0.45 µm (Waters-Millipore®)
• Frascos de vidrio para las disoluciones patrón y la fase móvil
• Frascos lavadores
• Gradillas
• Matraces aforados de 5, 10, 20, 50 y 1000 mL
• Microjeringa de 100 µL (Hamilton®)
• Micropipetas automáticas de 2-20 µL, 10-100 µL, 20-200 µL,
500-5000 µL y 1-10 mL (Eppendorf®)
• Papel de filtro
• Pipetas Pasteur
• Probetas de 5, 10, 100, 500 y 1000 mL
• Salivettes (Sarstedt® Numbrecht,  Alemania)
• Toxitubos A (Dipesa®)
• Tubos cónicos (Pirex®)
• Tubos de vidrio para centrífuga
• Varillas de vidrio
• Vasos de precipitados de 25, 100, 250 y 1000 mL
3.3. PATRONES Y REACTIVOS
• 2-etilen-1,5-dimetil-3,3-difenilpirrolidina(EDDP) (Cerilliant®, 
Round Rock, USA).)
• 6-Acetilmorfina (6AM) (Cerilliant®)




• Escitalopram (Laboratorio Lundbeck®)
• Fluoxetina (Laboratorio Normon®)
• Fluvoxamina (Laboratorio Solvay Pharma®)
• Metadona (Cerilliant®)
• Mirtazapina (Laboratorio Normon®)
• Morfina (Cerilliant®)
• Sertralina (Laboratorio Pfizer®)
• Venlafaxina (Laboratorio Normon®)
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• Acetona grado LiChrosolv (Merck®)
• Acetonitrilo LiChrosolv grado gradiente (Merck®)
• Ácido acético glacial p.a. (Merck®)
• Ácido clorhídrico p.a. (Merck®)
• Ácido fosfórico p.a. (Merck®)
• Agua Milli-Q (Millipore®)
• Amoníaco p.a. (Merck®)
• Clorobenceno p.a. (Merck®)
• Cloroformo Lichrosolv grado gradiente (Merck®)
• Dicloroetano p.a. (Merck®)
• Diclorometano p.a. (Merck®)
• Hidróxido potásico p.a. (Merck®)
• Hidróxido sódico p.a. (Merck®)
• Isopropanol p.a. (Merck®)
• Metanol LiChrosolv grado gradiente (Merck®)
• Potasio dihidrógeno fosfato p.a. (Merck®)
• Sodio monohidrógeno fosfato p.a. (Merck®) 
• Sulfato sódico anhidro p.a. (Merck®)
• Tampón fosfato 0,1M pH 6
• Tetracloruro de carbono p.a. (Merck®)
3.4. MUESTRAS BIOLÓGICAS
• Plasma blanco, libre de drogas, procedente del Centro de 
Transfusión de Galicia, y muestras de plasma procedentes de 
sujetos consumidores de drogas o de antidepresivos.
• Saliva blanco, libre de drogas, procedente de donantes volun-
tarios no consumidores de drogas, y muestras de saliva proce-
dentes de individuos consumidores de drogas que están dentro 
de un programa de desintoxicación de la Unidad de cuidado 
de la salud de drogadictos (Drug Addict Health Care Unit) 
de Galicia. Todas las muestras se recogen con los Salivetes®. 
Estos dispositivos comerciales contienen un hisopo de algodón 
que se mantiene en la boca durante 2-3 minutos, después se 
coloca en un tubo de recogida y se centrifuga para liberar la 
saliva (Figura 3.1).
  Con permiso de Sarsted® Nümbrecht, Alemania. 
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Figura 3.1. Fases en la recogida de muestras de fluido oral.  
A su llegada al laboratorio, todas las muestras de plasma y saliva son 
almacenadas a 4ºC si el análisis va a realizarse en los 2 días siguien-
tes, o son congeladas a -18ºC en caso contrario, con el fin de evitar el 
deterioro de las mismas. Las pruebas se realizan de acuerdo con los 
“Principios éticos para la Investigación médica implicando seres hu-
manos”  ( World Medical Association ; J Am Med Assoc 2013 ), de la 
Asociación Médica Mundial, y con la Legislación Nacional Española.
3.5. CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS
• Cromatografía de líquidos (Waters®).
• Software (drogas de abuso): Millenium 32®, Versión 3.05.01 for
Windows 98 (Waters®).
• Software (antidepresivos): Empower-Pro®, Versión 3.05.01 for
Windows 98 (Waters®).
• Columna cromatográfica (drogas de abuso): XTerra® RP8
(250mm x 4,6mm, 5μm).
• Columna cromatográfica (antidepresivos): Acquity UPLC BEH
Shield RP18 (100mm x 2,1mm, 1,7µm).
• Volumen de inyección: 20 µL.
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• Tiempo de análisis (drogas de abuso): 22 min.
• Tiempo de análisis (antidepresivos): 2,5 min.
• Presión mínima: 8 psi. Presión máxima: 4000 psi.
• Fase móvil (drogas de abuso): Acetonitrilo/Tampón KH2PO4
20mM, pH 6,5 en régimen de gradiente (Tabla 3.1).
• Fase móvil (antidepresivos): Acetonitrilo/Tampón KH2PO4
50mM, pH 3 en régimen de gradiente (Tabla 3.2)
Tabla 3.1. Gradiente de la fase móvil en HPLC (Drogas de abuso en plasma
usando SPE y en fluido oral usando Toxitubos A)
Tiempo (min) Flujo (mL/min) % A % B
0 0,7 10 90
5 0,7 15 85
7 0,8 20 80
10 0,8 35 65
15 0,8 50 50
20 0,8 50 50
22 0,7 10 90
A: Acetonitrilo; B: Tampón fosfato pH=6,5
Tabla 3.2 Gradiente de la fase móvil en UPLC (Antidepresivos en plasma
usando DLLME)
Tiempo (min) Flujo (mL/min) % A % B
0 0,4 20 80
0,7 0,4 40 60
1,8 0,4 45 55
2,0 0,4 30 70
2,2 0,4 25 75
3,0 0,4 20 80
A: Acetonitrilo; B: Tampón fosfato pH=3,0
Detector: Espectrofotómetro de red de diodos Waters® 996 que pro-
porciona un espectro de absorción desde 190 a 800 nm en la región 
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ultravioleta-visible del espectro electromagnético, del que se registra el in-
tervalo 200-400 nm. Se seleccionaron las longitudes de onda de absorción 
máxima:
• 233 nm para cocaína, BEG y cocaetileno
• 292 nm para metadona y EDDP
• 285 nm para morfina, codeína y 6AM
• 239,3 nm para escitalopram
• 227,0 nm para fluoxetina
• 252,1 nm para fluvoxamina
• 250,9 nm para mirtazapina
• 273,6 nm para sertralina
• 225,8 nm para venlafaxina
3.6. ENSAYOS DE DROGAS DE ABUSO EN FASE MOVIL
A partir de las disoluciones de trabajo se preparan las disoluciones seleccio-
nadas para la calibración en fase móvil: 0,5; 1; 2; 5; 10 y 20 µg/mL. Entre pa-
réntesis se muestran las concentraciones de las disoluciones de partida (Tabla 
3.3). De cada disolución-mezcla conteniendo todas las drogas, se inyectan 20 
µL en el cromatógrafo y se construye la recta de calibrado representando el 
área de los picos frente a las concentraciones de los analitos. Para cada nivel 
se hicieron tres recalibraciones y se obtuvieron las rectas correspondientes a 
cada compuesto, mediante el método de ajuste de mínimos cuadrados.




Volumen de disolución patrón 
de cada droga (µL)
Volumen final 
(µL)
0,5 5 (50 µg/mL) 500
1,0 10 (50 µg/mL) 500
2,0 20 (50 µg/mL) 500
5,0 25 (100 µg/mL) 500
10,0 25 (200 µg/mL) 500
20,0 50 (200 µg/mL) 500
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3.7. ENSAYOS DE DROGAS DE ABUSO EN PLASMA
En primer lugar, se preparan disoluciones patrón de 1 mg/mL de cada 
una de las drogas en metanol (morfina, codeína, benzoilecgonina, 
metadona y EDDP) o en acetonitrilo (cocaína, cocaetileno y 6AM), 
para mejorar la estabilidad en el disolvente. A continuación y a partir 
de estas disoluciones, se preparan las disoluciones de trabajo, dilu-
yendo 1:5 (concentración 200 µg/mL), 1:10 (concentración 100 µg/
mL), 1:20 (concentración 50 µg/mL) y 1:100 (concentración 10 µg/
mL) en metanol o acetonitrilo. La Tabla 3.4 indica la preparación 
de las disoluciones–mezcla de todas las drogas objeto de estudio en 
plasma.





Volumen de disolución 








0,1 10 (10 µg/mL) 1000 100 1,0
0,2 20 (10 µg/mL) 1000 100 2,0
0,5 10 (50 µg/mL) 1000 100 5,0
1 10 (100 µg/mL) 1000 100 10,0
2 10 (200 µg/mL) 1000 100 20,0
5 25 (200 µg/mL) 1000 100 50,0
Extracción en fase sólida (SPE):
El plasma se ultracentrifuga durante 10 min a 14000 rpm para se-
parar compuestos, que pudieran ser coextraídos provocando efecto ma-
triz, y se procede a la extracción usando un Manifold y cartuchos Bond-
Elut Certify (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Protocolo de SPE para drogas de abuso en plasma
ACONDICIONADO DE LA 
COLUMNA
2 mL metanol grado HPLC
2 mL tampón fosfato 0,1M pH 6
CARGA DE LA MUESTRA 1 mL plasma
LAVADO
3 mL agua MilliQ
3 mL HCl 0,1M
9 mL metanol grado HPLC
3 mL NH4OH 0,3M
SECADO Aplicar vacío durante 5 minutos
ELUCIÓN 3 mL cloroformo-isopropanol (4:1)
EVAPORACIÓN A 
SEQUEDAD Baño a 40ºC, bajo corriente de N2 
RECONSTITUCIÓN DEL
EXTRACTO SECO 100 µL de fase móvil
Finalmente, se inyectan 20 mL del extracto seco reconstituido, en 
el cromatógrafo de líquidos. Las disoluciones postextracción son 
10 veces más concentradas que las del plasma de partida.
Después de aplicar el procedimiento de extracción en fase sólida 
a las disoluciones plasmáticas reflejadas en la Tabla 3.4, se procede a 
su análisis usando la cromatografía de líquidos con detector de array de 
diodos, y se construyen las rectas de calibrado, representando las áreas 
de los picos correspondientes a cada analito frente a las concentraciones 
(N=5) de las ocho drogas en estudio. También se aplicó este método en 
muestras de plasma procedentes de sujetos consumidores de cocaína, 
heroína y/o metadona.
En esta investigación, no se incluye la documentación 
relacionada con las normas éticas actualmente vigentes porque en el 
momento de la realización de este trabajo esta normativa no estaba en 
vigor.
3.8. ENSAYOS DE DROGAS DE ABUSO EN FLUIDO ORAL
En primer lugar, se preparan disoluciones patrón de 1 mg/mL de cada 
una de las drogas en metanol (morfina, benzoilecgonina, metadona y 
EDDP) o en acetonitrilo (cocaína, cocaetileno y 6AM), para mejorar la 
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estabilidad en el disolvente. A continuación, y a partir de estas disolucio-
nes, se preparan las disoluciones de trabajo, diluyendo 1:5 (concentración 
200 µg/mL), 1:10 (concentración 100 µg/mL), 1:20 (concentración 50 
µg/mL) y 1:100 (concentración 10 µg/mL) en metanol o acetonitrilo. La 
Tabla 3.6 explica la preparación de las disoluciones–mezcla de todas las 
drogas objeto de estudio en fluido oral (0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1 y 2 mg/mL).
Tabla 3.6. Preparación de disoluciones de calibrado de drogas de abuso en 













0,05 5 (10 µg/mL) 1000 100 0,5
0,1 10 (10 µg/mL) 1000 100 1,0
0,2 20 (10 µg/mL) 1000 100 2,0
0,5 10 (50 µg/mL) 1000 100 5,0
1,0 10 (100 µg/mL) 1000 100 10,0
2,0 10 (200 µg/mL) 1000 100 20,0
Extracción con Toxitubos A:
Estos dispositivos comerciales contienen una solución tampón 
con un pH 9 y una mezcla de disolventes orgánicos (diclorometa-
no, 1,2-dicloroetano, heptano e isopropanol) para extraer sustan-
cias orgánicas de carácter básico. Se añade 1 mL de fluido oral en 
el Toxitubo, y se agita durante 10 minutos para luego centrifugar a 
4000 rpm unos 15 minutos. La fase orgánica se evapora a seco en 
un baño a 40ºC, bajo corriente de Nitrógeno, y el extracto se re-
constituye en 100 µL de fase móvil. Finalmente, se inyectan 20 µL 
en el cromatógrafo para su análisis (Figura 3.2). Las disoluciones 
postextracción son 10 veces más concentradas que las iniciales en 
fluido oral.
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Figura 3.2. Proceso de extracción con Toxitubos A 
para drogas de abuso en fluido oral
Se realizan cinco recalibraciones para cada nivel de concentración 
reflejado en la Tabla 3.6 y se construyen las rectas de calibrado repre-
sentando las áreas de los picos frente a las concentraciones de las siete 
drogas objeto de estudio. También se aplicó este método en muestras 
de fluido oral procedentes de sujetos consumidores de cocaína, heroína 
y/o metadona.
En esta investigación, no se incluye la documentación 
relacionada con las normas éticas actualmente vigentes porque en el 
momento de la realización de este trabajo esta normativa no estaba en 
vigor.
3.9. ENSAYOS DE ANTIDEPRESIVOS EN PLASMA
En primer lugar, se preparan disoluciones patrón de 1 mg/mL de 
cada uno de los antidepresivos en metanol. A partir de estas diso-
luciones se preparan otras disoluciones-mezcla de 1; 2,5; 5; 10; 25; 
50 y 100 µg/mL, que se utilizan para la preparación de las disolu-
ciones-mezcla en plasma (Tabla 3.7).
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20 (1 µg/mL) 500 0,04 100 0,2
20 (2,5 µg/mL) 500 0,1 100 0,5
20 (5 µg/mL) 500 0,2 100 1
20 (10 µg/mL) 500 0,4 100 2
20 (25 µg/mL) 500 1 100 5
20 (50 µg/mL) 500 2 100 10
20 (100 µg/mL) 500 4 100 20
Microextracción Líquido Líquido Dispersiva (DLLME):
A 500 µL de plasma conteniendo los antidepresivos se le añaden 
2,5 mL de acetonitrilo (agente dispersante, que precipita proteínas 
plasmáticas), se centrifuga, se recoge el sobrenadante, se le añade 
200 µL de cloroformo (agente extractante), se mezcla y se añade 
en 4,5 mL de agua Milli-Q. Se añade una disolución de NaOH para 
conseguir el pH de la extracción (9,8). Una vez hecho esto se colo-
can los tubos en un baño de ultrasonidos (US) durante 3 minutos, y 
luego se centrifugan 10 minutos a 4000 rpm. Finalmente se extrae 
la gota (560 µL), se evapora a sequedad bajo una corriente de nitró-
geno y se reconstituye con 100 µL de fase móvil para inyectar 30 
µL en el cromatógrafo (Figura 3.3). La disolución post-extracción 
(100 µL) es 5 veces más concentrada que la disolución inicial (500 
µL de plasma).
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Figura 3.3. Proceso de la Microextracción Líquido-Líquido Dispersiva (DLLME) para 
antidepresivos en plasma
Se realizan cinco recalibraciones para cada nivel de concentra-
ción reflejado en la Tabla 3.7 y se construyen las rectas de calibrado 
representando las áreas de los picos frente a las concentraciones de los 
seis antidepresivos en estudio. También se aplicó este método en mues-
tras de plasma procedentes de sujetos consumidores de escitalopram, 
fluoxetina, fluvoxamina, mirtazapina, sertralina  y/o venlafaxina.
 Esta investigación fue realizada de acuerdo con las normas 
éticas vigentes en el momento de la realización de este trabajo.
3.10. CRITERIOS PARA LA VALIDACIÓN DE LOS MÉTODOS
La validación de un método requiere demostrar que el análisis cuantita-
tivo de los compuestos en una matriz biológica es fiable dentro de un margen 
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de error determinado y adecuado para la resolución de problemas analíticos. 
Solamente los métodos validados permiten asegurar como ciertos los resul-
tados obtenidos.
Los criterios seguidos en este trabajo son los recomendados por organiza-
ciones como la FDA (Food and Drug Administration) o la ICH (International 
Conference of Harmonization of Technical Requirements for Registration of 
Pharmaceuticals for Human Use), que promueven recomendaciones y guías 
para la comunidad científica en general, y para la industria farmacéutica, en 
particular (Peters y Maurer, 2002; Shah y col, 2000). Para la realización de 
la validación es necesaria la determinación de los parámetros:
• Linealidad y análisis de regresión.
• Límites de detección y cuantificación.
• Selectividad.
• Precisión y exactitud
• Recuperación
3.10.1. Linealidad y Análisis de regresión
La linealidad de un método analítico se define como la capacidad de éste 
para obtener respuestas linealmente proporcionales a la concentración de 
analito en un intervalo determinado que incluya el límite de cuantificación 
y de seis a ocho niveles que cubran el rango esperado. El estudio de linea-
lidad requiere la realización de curvas de calibrado, que han de ser reali-
zadas para cada uno de los analitos en la matriz biológica correspondiente 
y obtenidas mediante la representación gráfica de las áreas de los picos 
cromatográficos resultantes frente a la concentración conocida del analito.
Empleando el método de ajuste de mínimos cuadrados se han obteni-
do las rectas de regresión, que son del tipo: Y = AX + B, donde “Y” es la 
relación de áreas de cada compuesto, “X” es la concentración expresada en 
µg/mL, “A” es la pendiente y “B” es la ordenada en el origen. Los coefi-
cientes de correlación (R) reflejan el grado de relación entre las variables 
estudiadas, al igual que los coeficientes de determinación (R2) que indican 
la calidad del ajuste de los puntos a una recta, cuyos valores oscilan entre 
0 (no ajuste) y 1 (ajuste total). De este modo, cuánto más se acerque a 1 
dicho parámetro, más se aproximará la distribución de los puntos a una 
recta. Para verificar la linealidad se debe comprobar que la pendiente de 
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la recta de calibrado sea estadísticamente distinta de cero y que el término 
independiente no sea estadísticamente distinto de cero (Bressolle y col, 
1996), calculando en cada caso los límites de confianza de la pendiente y 
de la ordenada en el origen.
3.10.2. Límites de detección y de cuantificación
El límite de detección (LOD) es la menor concentración de analito 
en una muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cuan-
tificada, bajo las condiciones experimentales establecidas. El límite de 
detección se calcula realizando un mínimo de cinco determinaciones y 
utilizando las ecuaciones siguientes:
LOD:     S/R = 3;     YLOD = 3Yb 
donde S/R es la relación señal/ruido e Yb representa la señal de un 
blanco cuyos picos definen el ruido medio estimado para cada com-
puesto. A continuación, sustituyendo la señal en la ecuación de la recta 
de calibrado, se obtiene:
YLOD = aXLOD + b
El límite de cuantificación (LOQ) es la menor concentración de 
analito en una muestra que puede ser determinada con aceptable pre-
cisión y exactitud bajo las condiciones experimentales establecidas 
(Bressolle y col, 1996). Se acepta como límite inferior de cuantifica-
ción la concentración más baja de las rectas de calibrado, si cumple 
las siguientes condiciones: la respuesta del analito en el LOQ es por lo 
menos cinco veces superior a la respuesta del blanco y el pico del ana-
lito debe ser identificable y reproducible con una precisión de 20% y 
una exactitud del 80-120% (Shah y col, 2000; Peters y Maurer, 2002).
3.10.3. Selectividad
La selectividad es la capacidad de un método analítico para dis-
tinguir y cuantificar el analito en presencia de otros componentes de la 
muestra. El método más sencillo para validar la selectividad en análisis 
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cromatográficos es demostrar la ausencia de respuesta en una muestra 
blanco de la matriz biológica (plasma y saliva); para ello se debe rea-
lizar el análisis de al menos cinco muestras blanco de diferente proce-
dencia y se examinan con cuidado los cromatogramas a los tiempos 
de retención de los analitos de interés para comprobar que no existen 
interferencias con el método analítico (Karnes y col, 1991; Bressolle 
y col, 1996). Las interferencias pueden deberse a componentes endó-
genos presentes en las matrices biológicas, o a otras drogas o fármacos 
consumidos por el individuo.
3.10.4. Precisión y Exactitud
La precisión es el grado de concordancia entre los valores de una se-
rie repetida de ensayos analíticos de una muestra homogénea. Se evalúa 
mediante un estudio de reproducibilidad como mínimo a dos niveles de 
concentración de los compuestos investigados, desarrollando cinco series 
de extracciones para cada punto estudiado de las rectas de calibrado. La 
precisión se expresa como la desviación estándar relativa o coeficiente de 
variación, aceptando como buenos los resultados menores al 15%:
siendo x  el valor de la media y s la desviación estándar.
El coeficiente de variación calculado para cada nivel de concentra-
ción no debe superar el 15%, a excepción del LOQ donde no debe ex-
ceder del 20%, como criterio de validación. Existen dos tipos: intra-día 
o repetibilidad, que determina la precisión durante el procesado de una
sola secuencia de datos, e inter-día o reproducibilidad que refleja la 
precisión en el tiempo.
La exactitud es la capacidad del método analítico para dar resul-
tados lo más próximos posibles al valor verdadero, y fue calculada 
como la diferencia porcentual entre la concentración medida y su valor 
nominal. Puesto que el procedimiento empleado consta de dos fases 
(extracción y calibración), pueden obtenerse desviaciones por defecto. 
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El estudio de la exactitud también se realizó en base a los resultados 
correspondientes a las cinco series de extracciones para dos niveles de 
concentración, como mínimo:
siendo x  el valor de la media y 1x el valor teórico.
Se aceptan como válidos los valores incluidos dentro de una des-
viación o error medio relativo de ±15%, excepto en el LOQ, donde la 
desviación no debe superar el 20%, para su uso como criterio de valida-
ción (FDA, 2001; Shah y col, 2000; Peters y Maurer, 2002).
3.10.5. Recuperación
La recuperación es la relación porcentual entre la respuesta del detec-
tor obtenida a partir de una cantidad de analito añadido y posteriormente 
extraído de la matriz biológica, en comparación con la respuesta de ese 
mismo detector obtenida para la concentración verdadera de la sustancia 
estándar pura. La recuperación proporciona la idea de la e icacia de la 
extracción de un método analítico dentro de unos límites de variabilidad. 
La recuperación del analito no tiene por qué ser del 100%, pero sí debe 
ser constante, exacta y reproducible (Bressolle y col, 1996). Después del 
proceso de extracción, cinco muestras conteniendo las drogas fueron ana-
lizadas en el cromatógrafo y a otras cinco muestras blanco se les añadió la 
cantidad exacta del analito para conseguir la concentración teórica máxima 
antes de ser medidas en el cromatógrafo. La recuperación se calcula com-
parando las áreas de cada analito en las primeras cinco muestras (drogas 
extraídas), con las áreas de cada analito en las otras cinco muestras (que 
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4.1. IDENTIFICACIÓN DE LAS DROGAS DE ABUSO 
La identificación de las drogas de abuso se ha hecho en base a sus tiempos 
de retención y a sus espectros de absorción (Figuras 4.1 - 4.3), que permi-
ten seleccionar la longitud de onda a la cual la respuesta cromatográfica es 
máxima para cada analito.
En primer lugar, se optimizaron las condiciones cromatográficas para 
separar e identificar morfina, codeína, 6-acetilmorfina (6AM), cocaína, 
benzoilecgonina (BEG), cocaetileno (CET), metadona y EDDP. En primer 
lugar se estudió la idoneidad de seis columnas cromatográficas (µBondapak 
C18, Sunfire C18, Hypersil BDS C18, Kromasil C8, Spherisorb C8 y 
XTerra RP8), utilizando siempre la fase móvil propuesta por Logan y 
Stafford (1990):
*Las columnas µBondapak C18 (300x3,9mm, 5µm), Sunfire C18
(250x4,6 mm, 5µm) e Hypersil BDS C18 (150x4,6mm, 5µm) fueron re-
chazadas porque se obtuvo una mala resolución de los derivados opiáceos 
y una baja sensibilidad para todos los compuestos en estudio.
*Las columnas Kromasil C8 (250x4,6mm, 5µm) y Spherisorb C8
(250x4,0 mm, 5µm) también fueron descartadas porque proporcionaron 
picos desdoblados para cocaetileno, metadona y EDDP.
*La columna XTerra RP8 (250x4,6mm, 5µm) fue la seleccionada por-
que permitió obtener una separación de los picos cromatográficos con bue-
na resolución y una adecuada sensibilidad para la respuesta cromatográfica 
de los compuestos.
A continuación, y usando la columna XTerra RP8 (250x4,6mm, 5µm), 
se probaron diferentes fases móviles: 
*La mezcla acetonitrilo-tampón fosfato 20mM de pH 3,2 a diferentes
gradientes no permitió una buena separación de las drogas. 
*Partiendo de la fase móvil anterior, se modificó la sal utilizada para
la preparación del tampón (fosfato disódico, fosfato monosódico, acetato 
amónico, fosfato trietilamónico), su concentración, su pH, el disolvente or-
gánico (acetonitrilo o metanol), el flujo y el gradiente utilizados por otros 
autores (Theodoridis y col, 1995; Achilli y col, 1996).
*Finalmente, fue seleccionada la fase móvil compuesta por aceto-
nitrilo y tampón fosfato 20mM, pH 6,5 en régimen de gradiente (Tabla 
3.1) porque consigue las mejores respuestas y una óptima resolución de 
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los picos del cromatograma, separando los ocho compuestos en un tiempo 
inferior a 20 minutos.
Las Figuras 4.4 - 4.6 muestran los cromatogramas bidimensionales 
(absorbancia / tiempo), obtenidos a las tres longitudes de onda de trabajo, 




































































Figura 4.2. Espectros de Cocaína (azul), Cocaetileno (verde) y BEG (rojo)
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Figura 4.6. Cromatograma de EDDP y Metadona en fase móvil
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4.2. ENSAYOS DE DROGAS DE ABUSO EN PLASMA
A pesar de la irrupción de nuevas sustancias psicoactivas en el mercado, los 
opiáceos y la cocaína siguen siendo ampliamente utilizados con fines recrea-
tivos y como drogas de abuso. Esto plantea un grave problema social deriva-
do de la gran cantidad de casos de envenenamiento, agudos y crónicos, que 
surgen cada año. Se ha observado un aumento del número de primeros in-
gresos para recibir tratamiento especializado relacionado con la cocaína y las 
muertes por sobredosis en las que están implicados los  opiáceos siguen sien-
do altas en Europa. (Observatorio Español de las Drogas y las Adicciones, 
2017; Observatorio Europeo de las Drogas y las Toxicomanías, 2018).
Las drogas se determinan frecuentemente en el plasma porque se obtie-
ne una buena correlación entre las dosis consumidas y los niveles detectados. 
Una amplia gama de métodos analíticos para la cuantificación de drogas de 
abuso en plasma usando cromatografía de gases (Álvarez y col, 2007; Bravo 
y col, 2011; Lerch y col, 2014) o cromatografía líquida de alta resolución 
(Stoll y col, 2006; Dowling y Regan, 2011; Ramírez-Fernández y col, 
2013; Fernández y col, 2015) han sido publicados en los últimos años.
La heroína se hidroliza rápidamente a 6-acetilmorfina (6AM), que a su 
vez se hidroliza a morfina (Sawynok, 1986). Por lo tanto, el consumo de he-
roína puede ser confirmado analíticamente mediante la identificación de los 
dos metabolitos mencionados (Crump y col, 1994; Bourquin y col, 1999).
En presencia de alcohol, la cocaína se convierte en cocaetileno, un com-
puesto con actividad neurológica y cardíaca, responsable de una elevada sen-
sación de euforia (Jatlow y col, 1991). En ausencia de alcohol, la cocaína se 
hidroliza a sus dos metabolitos principales, benzoilecgonina (BEG) y ecgo-
nina metil éster (EME) (Sukbuntherng y col, 1995). 
La metadona se utiliza en el tratamiento de heroinómanos a causa de 
su liberación lenta y la capacidad de suprimir los síntomas de abstinencia 
(Sees y col, 2000). Por tanto, existe una necesidad de métodos analíticos que 
permitan la identificación y cuantificación simultáneas de estas drogas en 
muestras de drogodependientes a tratamiento con metadona.
En este trabajo, se desarrolló un nuevo método de cromatografía líquida 
de alta resolución con detector de array de diodos (HPLC-PDA) para la deter-
minación de morfina, codeína, 6AM, cocaína, BEG, cocaetileno, metadona 
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y EDDP en plasma, utilizando extracción en fase sólida (SPE) con cartuchos 
Bond Elut Certify para extraer las drogas a partir del fluido biológico.
4.2.1. Optimización de la Extracción en fase sólida (SPE)
Inicialmente, se probaron distintos cartuchos de extracción, con relle-
nos a base de un copolímero hidrofílico-lipofílico (Oasis HLB) o de sílice 
C18 (Bond Elut Certify). Estos ensayos preliminares fueron realizados en 
10 muestras de plasma libre de drogas. Se observó que los cartuchos Bond 
Elut Certify son los que proporcionan los mejores resultados de selectividad 
porque se comprueba la ausencia de compuestos endógenos interferentes a 
los tiempos de retención de las sustancias en estudio, tal y como se demues-
tra en la Figura 4.7. La aplicación del protocolo descrito en la Tabla 3.5 
de Metodología confirma la obtención de extractos más limpios usando los 
cartuchos Bond Elut Certify, en términos de reproducibilidad y reducción en 
el consumo de muestra y disolventes (Fernández y col, 1996).
Figura 4.7. Cromatogramas de dos muestras de plasma blanco extraídos  
con cartuchos Oasis HLB y Bond Elut Certify (HPLC-PDA)
OASIS HLB
BOND ELUT CERTIFY
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4.2.2. Validación del Método Analítico
4.2.2.1. Linealidad del método
Se prepararon disoluciones-mezcla en plasma, adicionando las 
drogas de abuso en cantidad adecuada para obtener las concentraciones 
iniciales: 0,1; 0,2; 0,5; 1; 2; 5 y 10 µg/mL para cada una de las drogas 
en estudio. A continuación, se procede a la extracción en fase sólida con 
cartuchos Bond Elut Certify y se aplica el método cromatográfico con 
el fin de construir las rectas de calibrado de las ocho drogas en plasma, 
realizando tres replicados de cada nivel. Se parte de 1000 mL de plasma 
y se reconstituye el extracto seco en 100 mL de fase móvil, obteniendo 
así unas concentraciones postextracción 10 veces mayores que las ini-
ciales: 1; 2; 5; 10; 20; 50 y 100 mg/mL.
Las ecuaciones fueron del tipo Y = AX + B, donde Y es el área bajo 
la curva del pico para cada droga y X es la concentración plasmática 
postextracción. En el cálculo de la concentración de una muestra real, 
procedente de un sujeto intoxicado, se ha de tener en cuenta el volumen 
inicial y el volumen final:
Conc. en muestra real = Conc. en recta de calibrado x volumen final / 
volumen inicial
Así pues, si se mantiene el volumen inicial y se reconstituye el 
extracto seco en un volumen final menor, que, como mínimo, puede ser 
de 50 mL, las disoluciones post-extracción serían 20 veces más concen-
tradas que el plasma de partida, pudiendo así cuantificarse concentra-
ciones plasmáticas tan bajas como 50 ng/mL.
En base a los criterios de Bressolle y col (1996) para la validación 
de métodos cromatográficos, se observa una buena linealidad porque las 
pendientes de las rectas de calibrado son todas estadísticamente diferen-
tes de cero y los coeficientes de correlación no son estadísticamente dife-
rentes de uno. Las Tablas 4.1 y 4.2 muestran los resultados del análisis de 
regresión y del análisis de la varianza (ANOVA) utilizado para la valida-
ción de las rectas de calibrado en plasma, previa extracción en fase sólida 
(SPE) de las drogas de abuso. Se pone de manifiesto una buena linealidad 
en todos los casos, a la vista de los coeficientes de correlación obtenidos.
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Tabla 4.1. Análisis de regresión para las drogas en plasma 
Morfina
Coeficiente Estimado Error Estándar Valor de t
Pendiente
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Morfina 0,997 1,22E+003 99,40 0,000 0,249
Codeína 0,998 2,38E+003 99,60 0,000 0,454
6AM 0,999 0,46E+003 99,80 0,000 0,883
BEG 0,992 2,92E+004 98,41 0,000 0,491
Cocaína 0,997 1,11E+004 99,40 0,000 0,295
Cocaetileno 0,999 7,44E+003 99,80 0,000 0,323
EDDP 0,994 1,16E+003 98,80 0,000 0,035
Metadona 0,999 0,63E+002 99,80 0,000 0,359
A la vista de los resultados y de los coeficientes de determinación (R2) 
los modelos ajustados explican la variabilidad en un porcentaje próxi-
mo al 100%. Los coeficientes de correlación presentan valores entre 
0,992 y 0,999, indicando una relación relativamente fuerte entre las va-
riables. Se validaron los modelos de calibración mediante análisis de la 
varianza (ANOVA), utilizando un test de linealidad y otro de falta 
de ajuste para un nivel de confianza del 95% (a=0,05), mediante el 
software Statgraphics.
En primer lugar, el test de linealidad plantea las siguientes hipótesis: 
H0→ y no está correlacionada con x (no hay linealidad)
H1→ y está correlacionada con x (hay linealidad)
Para este test, el valor de probabilidad (P-valor) es menor que 0,05 
con lo que se rechaza la hipótesis nula, afirmando que existe una rela-
ción entre las variables: señal cromatográfica (y) y concentración (x), 
con significación estadística.
El segundo test realizado es el de falta de ajuste, y las hipótesis 
planteadas son:
H0→falta de ajuste = error aleatorio
H1→falta de ajuste ≠ error aleatorio
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En este caso, el valor de probabilidad (P-valor) es mayor que 0,05 
con lo que se acepta H0 y la falta de ajuste es comparable al error alea-
torio, inherente de la experimentación, y los datos se ajustan a una línea 
recta.
4.2.2.2. Límites de detección y cuantificación
El límite de detección (LOD) fue evaluado de acuerdo con 
Armbruster y col (1994). Se acepta como límite inferior de cuantifica-
ción (LLOQ), la concentración más baja de la curva de calibrado de cada 
droga, que cumple las condiciones de precisión y exactitud requeridas 
(Shah y col, 2000; Peters y Maurer, 2002). Los resultados del LOD 
son aceptables para los fines propuestos en este trabajo, oscilando entre 
10 ng/mL para cocaína, BEG y cocaetileno, y 55 ng/mL para EDDP 
(Tabla 4.3). Estos valores son similares a los obtenidos por Caufield y 
Stewart (2002), Dams y col (2002) y Brunetto y col (2003) que usaron 
la misma técnica cromatográfica que nosotros (HPLC-PDA). Sin em-
bargo, otros autores han conseguido límites de detección menores que 
los reportados aquí, cuando se utilizó cromatografía líquida con detec-
tor de espectrometría de masas para determinar opiáceos y/o cocaína y 
sus metabolitos (Maralikova y Weinmann, 2004; Giroud y col, 2004; 
Johansen y Bhatia, 2007; Bravo y col, 2011).
Tabla 4.3. Límites de detección y cuantificación de las drogas en plasma









Capítulo 4 · Resultados y discusión
149
La concentración inferior del rango de calibración cumple las condicio-
nes mencionadas anteriormente respecto a la precisión y la exactitud 
para que pueda considerarse como el límite inferior de cuantificación. 
Para todos los analitos el LLOQ (Low Limit of Quantification) en plas-
ma es 100 ng/mL.
4.2.2.3. Precisión y exactitud
Se realizaron estudios intra-día e inter-día, a dos niveles de 
concentración (2 y 10 µg/mL) y cinco replicados en cada caso. Las 
concentraciones se obtuvieron sobre una recta de calibrado preparada 
en el mismo día (ensayos intra-día) o en cinco días diferentes (ensayos 
inter-día), y los resultados se reflejan en las Tablas 4.4 y 4.5 y en la 
Figura 4.8.







(µg/mL) (n = 5)
Precisión 





2 1,8 4,4 5,9
10 9,0 3,6 4,9
Codeína
2 2,0 4,3 8,2
10 9,9 2,1 5,3
6AM
2 1,9 7,2 5,6
10 8,7 5,7 4,3
BEG
2 1,7 6,0 5,7
10 8,9 1,5 0,4
Cocaína
2 1,7 3,9 8,7
10 9,2 1,2 7,5
Cocaetileno
2 1,9 4,0 6,9
10 9,4 1,8 4,9
EDDP
2 1,8 3,9 6,1
10 9,1 1,7 0,5
Metadona
2 1,9 6,2 8,0
10 10,0 2,9 3,7
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Tabla 4.5. Precisión y exactitud inter-día de las drogas en plasma
DROGA Concentración añadida (µg/mL)
Concentración 
media medida 








2 1,9 6,0 11,8
10 9,1 4,9 6,7
Codeína
2 1,9 5,8 8,9
10 9,4 3,4 4,6
6AM
2 2,0 8,2 11,7
10 8,5 6,2 5,9
BEG
2 1,7 7,1 8,8
10 8,2 3,9 3,1
Cocaína
2 1,6 5,3 6,4
10 9,2 3,4 4.1
Cocaetileno
2 1,9 6,1 7,3
10 9,6 3,0 4,1
EDDP
2 1,7 5,7 10,2
10 9,0 3,1 6,8
Metadona
2 1,9 8,9 11,0
10 9,8 4,2 7,0
Figura 4.8. Estudio comparativo de la precisión intra-día e inter-día para las 
drogas de abuso en plasma (2 y 10 µg/mL). 
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Los coeficientes de variación fueron aceptables para las ocho dro-
gas (FDA, 2001). En  los ensayos intra-día se obtuvieron valores 
comprendidos entre 1,7 y 7,2% para los opiáceos y entre 1,2 y 
6,0% para la cocaína y sus metabolitos; en los ensayos inter-
día se obtuvieron coeficientes de variación entre 3,1 y 8,9% 
para los opiáceos y entre 3,0 y 7,1% para la cocaína y sus 
metabolitos. Estos valores son menores que los obtenidos por 
Bjork y col (2013) y Bassan y col (2011) para opiáceos y 
cocaína, cuanti icados por cromatografía líquida con detector de 
espectrometría de masas. Por otra parte, otros autores obtienen 
valores de precisión similares a los obtenidos en este trabajo 
(Abhukalaf y col, 2001; Rofael y Abdel-Rahman, 2002; Dowling 
y Regan, 2011; Sørensen y Hasselstrøm, 2013).
La exactitud o error relativo fue calculada para opiáceos y 
metabolitos (morfina, codeína, 6AM, metadona y EDDP) y para 
cocaína y dos de sus metabolitos (benzoilecgonina y cocaetileno). 
Los resultados fueron aceptables según criterios establecidos por 
la FDA (2001), y oscilaron entre 0,4% (benzoilecgonina) y 8,7% 
(cocaína) para los ensayos intra-día, y entre 3,2% (benzoilecgo-
nina) y 11,8% (morfina) para los ensayos inter-día. Rook y 
col (2005) y Ramirez Fernández y col (2013) encontraron 
valores inferiores a los nuestros para la morfina y 6AM, pero 
otros autores publicaron errores relativos superiores a los 
nuestros para la me-tadona (Ebrahimzadeh y col, 2010) y para 
la cocaína (Giroud y col, 2004).
4.2.2.4. Recuperación
Se calcula comparando el área media bajo el pico obte-
nida de cinco replicados de un patrón en fase móvil con el área 
media bajo el pico, obtenida de cinco replicados de una disolución 
de igual concentración en plasma y que han sido sometidos a la 
extracción en fase sólida con cartuchos Bond Elut Certify (Shah 
y col, 2000; Peters y Maurer, 2002). Se ha introducido un factor 
de corrección en este cálculo para tener en cuenta que, aunque el 
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volumen utilizado de eluyente fue 3 mL, se han recuperado siem-
pre 2,5 mL.
% recuperación = (área media plasma/área media fase móvil) x (2,5/3) x 100
La Tabla 4.6 y la Figura 4.9 recogen las recuperaciones obtenidas 
para las concentraciones de 2 y 10 µg/mL de cada droga en plasma. Las 
recuperaciones medias para los opiáceos oscilaron entre 67,7% (6-ace-
tilmorfina) y 95,0% (metadona), mientras que los rendimientos medios 
para la cocaína y sus metabolitos variaron desde 60,0% (benzoilecgoni-
na) a 89,4% (cocaetileno).




















2 729 668 76,1
83,2±4,0
10 6330 6892 90,4
Codeína
2 2350 2480 87,6
94,1±4,7
10 13734 16640 100,6
6AM
2 3023 2381 65,4
67,7±3,3
10 14278 12061 70,1
BEG
2 10160 7700 62,9
60,0±3,2
10 89449 61580 57,1
Cocaína
2 50415 40800 67,2
69,2±3,3
10 148941 128000 71,3
Cocaetileno
2 22549 23630 87,1
89,4±4,4
10 123486 136430 91,7
EDDP
2 349 282 67,1
71,0±2,9
10 1091 984 74,8
Metadona
2 345 375 90,2
95,0±5,1
10 3721 4471 99,7
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Figura 4.9. Estudio comparativo de la exactitud, en términos de % Recuperación, 
a dos concentraciones de las drogas de abuso en plasma
Las recuperaciones de la cocaína y la benzoilecgonina son menores 
que las reportadas por Brunetto y col (2003) y Dowling y Regan 
(2011), y son similares a las que han sido publicadas por Johansen 
y Bathia (2007) y Napoletano y col (2012) para la cocaína. Por el 
contrario, las recuperaciones relativas a la morfina y/o metadona 
son más elevadas que las obtenidas por otros autores en plasma, 
suero o sangre total (Bourquin y col, 1999; Dams y col, 2002; 
Rook y col, 2005; Musshoff y col, 2006). Recientemente, Bjork 
y col (2010 y 2013) obtuvieron recuperaciones de 34% y 70% para 
morfina, 79% para codeína, y 69% y 91% para metadona en plas-
ma, todos inferiores a los valores medios de estas tres drogas, mos-
trados en la tabla anterior.
4.2.2.5. Aplicación a casos reales de intoxicación por drogas
Este método fue aplicado a 21 muestras de plasma pro-
cedentes de sobredosis fatales con metadona, heroína y/o cocaína 
(Tabla 4.7 y Figura 4.10). La presencia o ausencia de drogas en 
cada caso confirma los resultados obtenidos por aplicación previa 
de EMIT. Los pacientes son 16 hombres y 5 mujeres en los que se 
detectaron opiáceos y/o cocaína, junto con otras sustancias como 
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cafeína, benzodiacepinas, alcohol, cannabis, paracetamol y/o pro-
poxifeno. Se aprecia consumo de heroína en 17 casos, consumo de 
metadona en 11 casos y consumo de cocaína en todos los sujetos 
estudiados. Los niveles de morfina son mayores que los de 6AM, 
excepto en dos muertes rápidas en las que no ha pasado el tiempo 
suficiente para que la 6-acetilmorfina se hidrolice a morfina (casos 
2 y 14). Los niveles plasmáticos de la BEG resultaron ser siempre 
superiores a los de cocaína y cocaetileno, lo que justifica la 
mayor importancia cuantitativa de la benzoilecgonina frente a 
otros metabolitos. Diez de los once sujetos que consumieron 
metadona, presentan mayores concentraciones de la misma, 
frente a su meta-bolito EDDP. Las relaciones de las 
concentraciones medias de las drogas y sus metabolitos son:
MRF/COD= 1,8;  MRF/6AM= 1,6;   
BEG/COC= 2,4;  BEG/CET= 2,8;  MTD/EDDP= 2,5.
Tabla 4.7. Niveles plasmáticos (µg/mL) en 21 muertes relacionadas 
con heroína, cocaína y/o metadona
CASOS MRF COD 6AM BEG COC CET EDDP MTD Otras drogas*
1 4,5 - - 4,0 - 1,7 - - Cafeína, Alc, 
BZD
2 5,2 2,9 8,2 - - 1,7 0,2 0,6 Cafeína, Alc, 
BZD
3 2,3 - - 7,9 1,4 2,0 - 0,3 Cafeína, Alc, 
BZD
4 - - - 3,9 1,7 - 0,2 0,5 Cafeína,BZD, 
THC, Paracet
5 3,5 1,9 1,2 1,2 - - 0,4 0,7 Cafeína
6 2,0 1,1 0,6 1,2 - 1,0 - 0,2 Cafeína, 
Alc, THC
7 4,2 2,2 1,3 1,6 - - - - Cafeína, THC
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8 - - - 1,4 - 0,7 0,2 0,2 Cafeína, Alc, 
BZD, THC
9 - - - 1,7 1,0 - - 0,1 Cafeína, THC
10 3,5 1,8 1,3 7,7 1,5 - - - Cafeína, BZD
11 1,9 1,0 0,8 3,0 1,1 - - - Cafeína
12 1,7 1,0 0,7 1,7 0,5 0,7 - - Cafeína, Alc, 
THC, BZD




14 - - 1,2 1,2 - - - - Cafeína, 
BZD, THC
15 3,3 2,1 - 2,5 - 1,3 - 0,4 Alc
16 - 2,1 - 2,2 - 1,2 - 0,2 Cafeína, Alc, 
BZD
17 - 2,2 - 6,5 1,9 - 0,2 2,2 Cafeína, 
BZD, THC
18 2,3 - - 6,7 2,9 1,8 - - Cafeína, Alc, 
BZD, THC
19 - - - - - 1,7 0,1 0,4 Cafeína, Alc, 
BZD
20 2,2 1,1 - 1,8 - 1,0 - - Cafeína, Alc
21 2,0 1,3 - 1,8 - 0,6 - - THC, Alc
Frecuencia 13/21 13/21 8/21 19/21 8/21 13/21 6/21 11/21
Concent. 

















BZD: Benzodiacepinas;  Alc. Alcohol;  THC: Cannabis
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Figura 4.10. Distribución de las drogas encontradas en 21 muestras de plasma de 
sujetos consumidores de drogas de abuso
La Tabla 4.8 incluye los resultados obtenidos por otros autores en 32 
publicaciones sobre intoxicaciones letales y no letales por drogas de 
abuso, distribuídas según el agente responsable: solo heroína (5 estu-
dios), heroína+metadona (2 estudios), heroína+cocaína (2 estudios), 
solo cocaína (12 estudios), solo metadona (6 estudios) y heroína+cocaí-
na+metadona (5 estudios).
Con respecto a las intoxicaciones por heroína, la mayoría de los 
trabajos revisados reportan concentraciones sanguíneas menores que 
las obtenidas en nuestro estudio para morfina, codeína y 6 acetilmorfina 
(Darke y Ross, 2000; Fugelstad y col, 2003; Fernández y col, 2007; 
Bjork y col, 2010; Minett y col, 2010; Fernández y col, 2015).
Por el contrario, algunas sobredosis por cocaína (sola o con otras 
drogas) recogidas en la Tabla 4.8 publican concentraciones sanguíneas 
mayores que las nuestras, para BEG y/o cocaína (Fineschi y col, 2002; 
Giroud y col, 2004; Duer y col, 2006; Molina y col, 2011; Jones y 
col, 2014). En seis estudios sobre intoxicaciones cocaínicas mortales, 
se confirman nuestros resultados en los que se pone de manifiesto siem-
pre un predominio de la benzoilecgonina sobre la cocaína; así, los co-
cientes de concentraciones sanguíneas BEG/COCA resultaron ser: 5,9 
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(Brunetto y col, 2003); 8,4 (Duer y col, 2006); 14,9 (Concheiro y 
col, 2006); 4,5 (Molina y col, 2011); 8,4 (Pilgrim y col, 2013); y 2,4 
(Jones, 2014).
Para la metadona, los resultados mostrados en nuestra serie son 
similares a los publicados por Milroy y Forrest (2000), Wolf y col 
(2004), Shields y col (2007), Baker y col (2008), Eiden y col (2012), y 
Fernández y col (2015, 2017). Sin embargo, la tabla 4.8 muestra con-
centraciones mucho más bajas (Musshoff, 2006) o más altas (Laberke, 
2010).
Tabla 4.8. Revisión bibliográfica: niveles plasmáticos (µg/mL) en intoxicaciones por 
drogas
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Finalmente, es importante destacar que existe una gran variabilidad en 
las concentraciones sanguíneas postmortem de las drogas estudiadas 
(Tablas 4.7 y 4.8), como consecuencia de la presencia de otras sustan-
cias, diversas patologías de base y/o diferentes grados de tolerancia.
A la vista de los parámetros comentados en este apartado, se puede 
concluir que la cromatografía de líquidos con detector de red de diodos 
permite obtener unos buenos resultados en relación con la validación 
del método, además de presentar ventajas sobre la cromatografía de 
gases, pues la primera no requiere una derivatización previa de los ana-
litos y es aplicable a sustancias volátiles y no volátiles.
Además, el método SPE-HPLC/PDA propuesto en esta tesis doc-
toral es sencillo y altamente útil para detectar sobredosis causadas por 
metadona, heroína y/o cocaína, así como para confirmar si el droga-
dicto incluido en un programa de deshabituación con metadona está 
cumpliéndolo estrictamente, asegurando así la abstinencia a las drogas 
estudiadas.
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4.3. ENSAYOS DE DROGAS DE ABUSO EN FLUIDO ORAL
La mayoría de las drogas psicotrópicas se han determinado tradicionalmen-
te en sangre y orina ya que estos compuestos y sus metabolitos se detectan 
fácilmente en estas matrices biológicas. Sin embargo, en las últimas dos dé-
cadas, la saliva o fluido oral ha sido empleada cada vez más para controlar 
el uso de drogas en el lugar de trabajo, las escuelas y para los propósitos de 
justicia penal (Kadehjian, 2005). El fluido oral tiene importantes ventajas 
sobre la sangre y orina, incluyendo la facilidad de su recogida y la presen-
cia mayoritaria de las drogas en su forma original. No obstante, este fluido 
también presenta algunos inconvenientes, tales como una ventana estrecha 
de detección, concentraciones bajas de las drogas, pH variable y riesgo de 
contaminación procedente de los residuos de medicamentos presentes en la 
cavidad oral (Aps y Martens, 2005).
El creciente uso simultáneo de varias drogas de abuso ha requerido el 
desarrollo de métodos convenientes para su detección en pequeñas cantida-
des de muestra. La preparación correcta de las muestras, incluyendo la lim-
pieza y pre-concentración de las sustancias, es un paso crucial en el análisis 
de drogas ilegales en fluidos biológicos. Las técnicas de extracción que se 
utilizan típicamente para este propósito proporcionan resultados aceptables, 
pero son muy laboriosas. Estas deficiencias se han minimizado mediante el 
uso alternativo de Toxitubos A, que ha permitido una exitosa extracción de 
diversos compuestos de forma sencilla y rápida.
Hasta el momento de la realización de este trabajo, los opiáceos y la 
cocaína habían sido determinados en la saliva usando otros procedimientos 
de extracción y técnicas analíticas (Niedbala y col, 2001; Cone y col, 2002; 
Mortier y col, 2002; De Jager y Andrews, 2002; Jones y col, 2002; Fucci y 
col, 2003; Clauwaert y col, 2004; Jufer y col, 2006; Cognard y col, 2006).
En este trabajo, se desarrolla un método para la determinación simultá-
nea de opiáceos, cocaína y metabolitos en saliva utilizando Toxitubos® para 
la preparación de la muestra, y la cromatografía líquida de alta resolución 
con detector de red de diodos (HPLC-PDA) para su posterior análisis. Se usa 
una columna XTerra RP8 (250x4,6mm, 5µm) y una fase móvil compuesta 
por acetonitrilo - tampón fosfato 20mM, pH 6,5 en régimen de gradiente 
(Tabla 3.1), consiguiendo una óptima separación de los siete compuestos es-
tudiados: morfina, 6-acetilmorfina (6AM), cocaína, benzoilecgonina (BEG), 
cocaetileno (CET), metadona y EDDP en un tiempo razonable.
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La identificación de las drogas de abuso se hizo en base a sus espec-
tros de absorción ultravioleta (Figuras 4.1-4.3) y a sus tiempos de retención 
(Figuras 4.4-4.6), comprobando la pureza de cada pico, una especificidad 
satisfactoria y una buena resolución cromatográfica en un tiempo de 20 mi-
nutos. De esta forma, se puede seleccionar la longitud de onda a la cual la 
respuesta cromatográfica es máxima para cada analito, mejorando ostensi-
blemente la sensibilidad del método.
4.3.1. Optimización de la Extracción líquido-líquido (LLE)
La extracción líquido-líquido (LLE), realizada con Toxitubos (Figura 4.11), 
es una técnica sencilla por las siguientes razones:
• Los toxitubos contienen disolventes y sales idealmente proporciona-
dos para el análisis clínico / forense de drogas de abuso.
• Los toxitubos se usan facilmente: solo se agrega la muestra, se mez-
cla y se centrifuga.
• Se pueden utilizar con matrices complejas que suponen un desafío:
sangre post-mortem, contenido gástrico, tejido hepático, etc.
• No requieren un desarrollo específico del método de extracción.
Figura 4.11: Fotografía de Dispositivos comerciales para extracción
 líquido-líquido LLE (Toxitubos®)
Estos dispositivos comerciales contienen una disolución tampón de pH 9 y 
una mezcla de disolventes orgánicos (diclorometano, 1,2-dicloroetano, hep-
tano e isopropanol) para extraer sustancias orgánicas de carácter básico, como 
las drogas de abuso en estudio (Toxitubos A). Se añade 1 mL de saliva en el 
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Toxitubo A, y se agita durante 10 minutos para luego centrifugar a 4000 rpm 
unos 15 minutos. La fase orgánica se evapora a seco en un baño a 40ºC, bajo 
corriente de Nitrógeno, y el extracto se reconstituye en 100 µL de fase mó-
vil. Finalmente, se inyectan 20 µL en el cromatógrafo, para su análisis. Las 
disoluciones postextracción son 10 veces más concentradas que las iniciales 
en saliva. La aplicación del protocolo descrito proporciona unos buenos re-
sultados porque se confirma la obtención de extractos limpios en muestras de 
fluido oral procedentes de sujetos no consumidores de drogas (Fernández  
y col, 2008 ), así como una buena recuperación para todas las drogas, después 
de aplicar este procedimiento de extracción.
La Figura 4.12 recoge un cromatograma tridimensional de una muestra 
de fluido oral con las drogas, en el que se representan tiempos de retención 
(min), longitudes de onda (nm) y unidades de absorbancia para todas las sus-
tancias estudiadas.
La Figura 4.13 muestra dos cromatogramas: el correspondiente a un 
extracto de una muestra de fluido oral blanco, que demuestra la ausencia de 
compuestos endógenos a los tiempos de retención de las drogas en estudio y 
otro referido a una muestra de fluido oral conteniendo las drogas en estudio 
(concentración = 0,1 µg/mL), ambas extraídas con Toxitubos A (LLE) e in-
yectadas en el cromatógrafo de líquidos (HPLC-PDA).
Figura 4.12. Cromatograma tridimensional de las drogas de abuso en fluido oral
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Figura 4.13. Dos cromatogramas monitorizados a 233 nm: fluido oral “blanco”  
(color rojo) y fluido oral conteniendo las drogas, de concentración 0,1 µg/mL  
(color negro)
Los tiempos de retención resultaron ser de 7,0 min para la morfina, 12,4 min 
para la BEG, 13,3 minutos para la 6AM, 15,3 min para la cocaína, 16,4 min 
para el cocaetileno, 17,6 min para el EDDP y 18,6 min para la metadona.
4.3.2. Validación del método analítico
4.3.2.1 Linealidad del método
La aplicación del procedimiento de extracción descrito a mues-
tras de saliva libres de drogas confirmaron la ausencia de cualquier 
compuesto endógeno que pudiera interferir con el análisis cromatográ-
fico de las drogas diana. Asimismo, el método de extracción se aplicó 
a disoluciones que contenían las siete drogas diana a concentraciones 
de 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 y 2,0 µg/mL en saliva. Los extractos se ana-
lizaron en cinco días diferentes, en las condiciones cromatográficas ex-
plicadas en el apartado Metodología, y los resultados se utilizaron para 
construir una recta de calibrado para cada analito representando el área 
bajo el pico cromatográfico frente a las concentraciones post-extracción 
respectivas (n=3). Las Tablas 4.9 y 4.10 muestran los resultados del 
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análisis de regresión y del análisis de varianza (ANOVA) utilizado para 
validar las rectas de calibrado de las drogas de abuso en fluido oral, 
mediante la extracción con Toxitubos A. 
Tabla 4.9. Análisis de regresión para las drogas en fluido oral
Morfina
Coeficiente Estimado Error Estándar Valor de t
Pendiente 









































































2 (%) Test  linealidad
Test falta  
de ajuste
Morfina 0,9991 888,164 99,83 0,000 0,122
6AM 0,9996 533,396 99,93 0,000 0,093
BEG 0,9999 2984,42 99,98 0,000 0,527
Cocaína 0,9999 1698,85 99,99 0,000 0,946
Cocaetileno 0,9999 1318,84 99,99 0,000 0,559
EDDP 0,9997 64,8856 99,95 0,000 0,300
Metadona 0,9986 556,873 99,73 0,000 0,774
Según los resultados obtenidos, los coeficientes de determinación 
(R2) indican que los modelos ajustados explican la variabilidad en un 
porcentaje próximo al 100%. Los coeficientes de correlación presentan 
valores entre 0,9986 y 0,9999, indicando una relación relativamente 
fuerte entre las variables. Se realizó la validación de los modelos de ca-
libración mediante análisis de la varianza (ANOVA), utilizando un test 
de linealidad y otro de falta de ajuste mediante el software Statgraphics, 
para un nivel de confianza del 95% (a=0,05). 
El test de linealidad postula las siguientes hipótesis: 
H0→y no está correlacionada con x (no hay linealidad)
H1→y está correlacionada con x (hay linealidad)
Para este test, el valor de probabilidad (P-valor) es menor que 0,05 
con lo que se rechaza la hipótesis nula, afirmando que existe una rela-
ción entre las variables señal cromatográfica (y) y concentración (x), 
con significación estadística.
Las hipótesis planteadas por el test de falta de ajuste son:
H0→falta de ajuste = error aleatorio
H1→falta de ajuste ≠ error aleatorio
En este caso, el valor de probabilidad (P-valor) es mayor que 
0,05 con lo que se acepta H0 y la falta de ajuste es comparable al error 
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aleatorio, inherente de la experimentación, y los datos se ajustan a una 
línea recta.
4.3.2.2 Límites de detección y cuantificación
El límite de detección (LOD) se tomó como la concentración 
más baja causante de un aumento de la señal tan alto como tres veces 
el ruido de la señal a la longitud de onda seleccionada para cada com-
puesto. Por otro lado, el límite de cuantificación (LOQ) del método 
propuesto fue tomado como la concentración más baja de la recta de 
calibrado (50 ng/mL) (Tabla 4.11 y Figura 4.14).
Estas drogas han sido previamente determinadas en saliva utilizan-
do otras técnicas: la cromatografía de gases acoplada a la espectrome-
tría de masas (GC-MS) permitía determinar opiáceos en concentracio-
nes más bajas (Jones y col, 2002; Cámpora y col, 2006) y la cocaína 
en concentraciones mayores (Fucci y col, 2003) o similares (Jenkins y 
col, 1995; Moolchan y col, 2000). La cromatografía líquida acoplada 
a la espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS) permitía deter-
minar la cocaína y sus metabolitos con LOD de 0,22 ng/mL (Mortier y 
col, 2002) o 1 ng/mL (Clauwaert y col, 2004).
Tabla 4.11. Límites de detección y cuantificación de las drogas en fluido oral





















Figura 4.14. Límites de detección y cuantificación de las drogas en fluido oral
4.3.2.3 Precisión, Exactitud y Recuperación
La precisión inter día y la exactitud del método se estimaron me-
diante el análisis de cinco muestras de saliva que contenían las drogas a 
dos concentraciones iniciales diferentes (0,1 y 1,0 µg/mL). La precisión se 
calculó como el coeficiente de variación y la exactitud se expresó como un 
porcentaje de la diferencia entre la concentración medida y el verdadero 
valor de la misma concentración. Como puede verse en la Tabla 4.12 y en 
las Figuras 4.15 y 4.16, los resultados mostraron precisiones menores del 
6% y errores relativos menores del 7% en todos los casos. Estos valores son 
similares o incluso inferiores a los obtenidos por otros autores (Foulon y 
col, 1999; Fucci y col, 2003; Cámpora y col, 2003, 2006; Cognard y col, 
2006), usando diferentes procedimientos de extracción y técnicas analíticas.
Las recuperaciones de las drogas se calcularon comparando la res-
puesta cromatográfica para cada droga, obtenida a partir de cinco mues-
tras de saliva a dos concentraciones (0,1 y 1,0 µg/mL), con la obtenida por 
inyección directa de fase móvil conteniendo idénticas concentraciones de 
analito. La recuperación media osciló entre un 60% y un 95% para 6-acetil-
morfina y cocaetileno, respectivamente (Tabla 4.12).
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Figura 4.15. Precisión y error relativo de las drogas en fluido oral
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Figura 4.16.  Exactitud, en términos de % Recuperación media, para las drogas en 
fluido oral
 
Después de realizar una amplia revisión bibliográfica sobre la investiga-
ción de drogas de abuso en fluido oral (Tabla 4.13), se pone de manifiesto 
una preferencia de la extracción en fase sólida y la cromatografía líquida 
acoplada a un detector de espectrometría de masas. Los límites de cuanti-
ficación publicados por otros autores varían entre 0,06 y 83,7 ng/mL, utili-
zando detectores de MS-MS y UV respectivamente, frente a los obtenidos 
por nosotros, en el que se usó un detector de array de diodos (50 ng/mL). La 
precisión interdía, reportada en 16 de las 20 publicaciones de la tabla 4.12, 
es igual o inferior al 20%, con valores superiores a los obtenidos en la ma-
yoría de las drogas estudiadas en este trabajo (CV: 2,0-5,6%). A excepción 
de la 6-acetilmorfina, las recuperaciones medias obtenidas a dos niveles de 
concentración (0,1 y 1,0 µg/mL) para las drogas de abuso extraídas del flui-
do oral con Toxitubos A® (extracción líquido-líquido), se encuentran entre 
el 67% (morfina) y el 95% (cocaetileno), Se trata de valores similares a los 
hallados por otros investigadores, que usaron la extracción en fase sólida 
(SPE) o la extracción líquido-líquido (LLE), y otros detectores cromatográ-
ficos (UV, MS, MS-MS).
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Tabla 4.13. Otros métodos de cromatografía líquida utilizados para determinar 
opiáceos y/o cocaína en fluido oral
Referencia Droga Método Rango lineal (ng/mL)





































































































































0,04 / 3,2 3,8-17,6 83-94
































Cocaína LLE / PDA 0,05-2,0
10-35 / 
50 2,0-5,6 53-95
4.3.2.4 Aplicación a casos reales de intoxicación por drogas
Finalmente se aplicó el procedimiento de extracción líquido-lí-
quido para analizar 29 muestras de saliva procedentes de consumidores 
de opiáceos y/o cocaína que estaban bajo un programa de desintoxica-
ción (Tabla 4.14 y Figura 4.17), obteniéndose resultados positivos en 
24 casos. Un total de 22 muestras dieron positivo a la cocaína y/o sus 
metabolitos, 12 muestras contenían metadona y/o EDDP, y 8 muestras 
contenían metabolitos de la heroína (morfina y/o 6AM). Estos resulta-
dos sólo permiten confirmar la ausencia de consumo reciente, a la hora 
de la recogida de las muestras, en dos casos positivos a cocaína, doce 
casos positivos a metadona y dieciseis casos positivos a heroína. Las 
concentraciones fueron menores que el valor promedio de cada droga 
en más de la mitad de los casos (55-83%). Según las concentraciones 
medias obtenidas, la droga original predominó sobre sus metabolitos, 
coincidiendo con los resultados de otros autores (Clauwaert y col, 
2004; Moffat y col, 2004). Los niveles de cocaína y metabolitos en-
contrados en este trabajo son similares a los reportados por Cognard y 
col (2006) y Foulon y col (1999), pero mayores que los obtenidos por 
Moolchan y col (2000). Estas diferencias pueden atribuirse a factores 
como la dosis, pH de la saliva y la forma de recogida de las muestras, 
para la que se usó un dispositivo comercial llamado Salivette® (Kato 
y col, 1993).
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Tabla 4.14. Niveles de las drogas (µg/mL) encontradas en 29 muestras de fluido oral
Casos Morfina 6AM BEG Cocaína Cocaetileno EDDP Metadona
1 nd 1,07 0,46 nd nd 1,12 nd
2 nd nd nd nd nd nd nd
3 nd nd nd 0.89 nd nd nd
4 1,20 nd 0,41 2,99 nd nd 0,98
5 nd nd 0,11 0,47 0,05 nd nd
6 nd nd 0,78 1,35 nd nd nd
7 3,04 nd 1,03 0,16 nd nd 0,42
8 nd nd 0,32 0,29 nd nd nd
9 nd nd 0,58 nd nd 1,82 2,05
10 nd nd nd nd nd nd nd
11 nd nd 0,46 0,05 nd nd nd
12 nd nd 0,05 0,70 nd 0,64 0,51
13 0,49 nd nd nd nd nd nd
14 nd nd nd nd nd nd nd
15 nd nd 0,36 0,23 nd nd 0,50
16 1,09 0,18 0,97 2,10 nd nd 1,96
17 nd nd nd nd nd nd nd
18 0,97 0,12 0,43 1,33 nd nd nd
19 nd nd nd 0,14 0,05 0,77 5,80
20 nd nd 0,15 0,13 nd nd nd
21 nd nd 0,68 0,47 nd nd nd
22 nd nd nd nd nd nd nd
23 2,37 nd nd nd nd 0,75 0,42
24 nd nd 1,57 nd nd nd nd
25 nd nd 0,14 0,43 0,05 nd nd
26 nd nd 1,09 0,41 0,05 nd nd
27 2,34 nd 0,11 0,28 0,05 0,74 0,48
28 nd nd 0,52 0,33 nd 0,20 5,21






























Figura 4.17. Distribución de las drogas encontradas en 29 muestras de fluido oral
La tabla 4.15 muestra los resultados obtenidos en una revisión biblio-
gráfica acerca de las concentraciones de drogas de abuso en fluido oral 
de consumidores de opiáceos y/o cocaína. Incluye 21 publicaciones, 
dos que reportan intoxicaciones solo por opiáceos (morfina y/o meta-
dona), cinco que mencionan intoxicaciones solo por cocaína, y catorce 
que estudian sobredosis producidas tras el consumo de cocaína y opiá-
ceos en el período 1999-2018.
Las concentraciones medias de morfina oscilan entre 0,014 µg/mL 
(16 casos positivos) y 1,12 µg/mL (7 casos positivos), las de 6-ace-
tilmorfina oscilan entre 0,004 µg/mL (1 caso positivo) y 2,54 µg/mL 
(3 casos positivos), las de EDDP oscilan entre 0,018 µg/mL (5 casos 
positivos) y 0,062 µg/mL (300 casos positivos) y las de metadona os-
cilan entre 0,43 µg/mL (998 casos positivos) y 1,92 µg/mL (174 casos 
positivos).
Las concentraciones medias de cocaína oscilan entre 0,030 µg/mL 
(111 casos positivos) y 125 µg/mL (1 caso positivo), las de benzoilec-
gonina oscilan entre 0,024 µg/mL (8 casos positivos) y 15,6 µg/mL (1 
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caso positivo) y las de cocaetileno oscilan entre 0,0015 µg/mL (2 casos 
positivos) y 0,061 µg/mL (3 casos positivos).
Si se comparan las concentraciones medias reflejadas en las dos 
últimas filas de la Tabla 4.14, se deduce que los resultados obtenidos en 
este trabajo son mayores para morfina y EDDP, y menores para 6acetil-
morfina, benzoilecgonina, cocaína y metadona.
Tabla 4.15. Revisión bibliográfica: concentraciones medias (µg/mL), número de casos 
positivos y/o intervalos de concentración de las drogas en fluido oral de consumidores
Referencia
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4.4. IDENTIFICACIÓN DE LOS ANTIDEPRESIVOS 
En primer lugar, se optimizaron las condiciones cromatográficas para se-
parar los siguientes antidepresivos: mirtazapina, venlafaxina, 
escitalopram, fluvoxamina, fluoxetina y sertralina. Se comenzó probando 
varias colum-nas cromatográficas con rellenos similares a los publicados 
por otros au-tores, utilizando siempre una misma fase móvil, a base de 
acetonitrilo y tampón fosfato pH 3,0: las columnas XTerra RP8 (Castaign 
y col, 2007), Sun Fire C18 (De Castro y col, 2008) y XBridge C18 
(Choong y col, 2011; Ansermot y col, 2012) permitían obtener unas 
buenas respuestas cromato-gráficas usando LC-MS. Sin embargo, con 
nuestro detector PDA, fue nece-sario hacer algunas modificaciones. La 
determinación de los antidepresivos se realiza con un cromatógrafo 
Waters®Acquity UPLC H-Class conecta-do a un detector Waters®Acquity 
de matriz de fotodiodos. Las muestras son inyectadas en una columna de 
acero inoxidable Acquity UPLC®BEH Shield RP18 (100 mm x 2,1 mm 
ID, 1,7 μm de tamaño de partícula). A continuación, se procedió a la 
optimización de la fase móvil, probando di-ferentes gradientes y 
modificando los porcentajes de acetonitrilo y tampón fosfato, la 
concentración y pH de este último, y el flujo de la fase móvil. Finalmente, 
la fase móvil idónea resultó ser una mezcla de ACN (A) y tampón fosfato 
0,05M, pH 3 (B), con un flujo de 0,4 mL/min, en modo gradiente: 20% A 
(0 min), 40% A (0-0,7 min), 45% A (0,7-1,8 min), 30% A (1,8-2,0 min), 
25% A (2,0- 2,2 min) y 20% A (2,2-3 min) para obtener una óptima 
resolución en un tiempo corto de análisis. En base a los espectros de 
absorción de los seis antidepresivos, las longitudes de onda de trabajo 
fueron: 250,9 nm para mirtazapina, 225,8 nm para venlafaxina, 239,3 nm 
para escitalopram, 252,1 nm para fluvoxamina, 227,0 nm para fluoxetina 
y 273,6 nm para sertralina. La identificación de los fármacos se basa en 
sus tiempos de retención utilizando el sistema UPLC-PDA (0,95 min para 
mirtazapina, 1,39 min para venlafaxina, 1,73 min para escitalopram, 2,01 
min para fluvoxamina, 2,22 min para fluoxetina y 2,28 min para 
sertralina) y en sus espectros de absorción (Figura 4.18).
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Figura 4.18: Espectros de absorción correspondientes a la Mirtazapina (rojo), 
Venlafaxina (azul), Escitalopram (verde), Fluvoxamina (violeta), Fluoxetina 
(rosa) y Sertralina (marrón)
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4.5 ENSAYOS DE ANTIDEPRESIVOS EN PLASMA
4.5.1 Optimización de la Microextracción Líquido-Líquido Dis-
persiva (DLLME). Diseño experimental
Un diseño experimental consiste en una serie de ensayos en los que 
se hacen determinados cambios en las variables del proceso, para obser-
var el efecto de dichos cambios en la respuesta obtenida. Por tanto, son 
conjuntos de experiencias diseñadas con el objetivo de evaluar la su-
perficie de respuesta, planificando un número mínimo de experimen-
tos, que constituyen la matriz de experiencias (Ryan, 2007; Lewis y 
col, 1999; Kobilinsky, 1997). En cualquier tipo de análisis, la función 
de respuesta se suele ajustar a un polinomio de primer o segundo grado: 
Y=β0 + β1 x1 +…+ βn xn + β11 x12 +…+ βnn xn2+ β1n x1 xn +…+ βn1 xn x1
donde Y es la respuesta, y xn son los diferentes factores de los que de-
pende la respuesta. Los coeficientes β tienen el siguiente significado: β0 es 
el término constante; βn es el efecto lineal del factor n; β1n es el efecto de la 
interacción de dos factores; y βnn es el efecto cuadrático del factor n-ésimo. 
La evaluación de estos coeficientes determina la importancia que tiene cada 
factor, así como las posibles interacciones entre factores diferentes.
La optimización mediante un diseño experimental se debe comenzar 
con unas experiencias preliminares para obtener información acerca del 
dominio experimental de trabajo, y continuar con un screening de factores 
o determinación de los factores que afectan al sistema, un estudio cuantita-
tivo de factores para obtener mayor información, un estudio de superficie 
de respuesta con el fin de prever, en cualquier punto del campo experi-
mental de interés, el valor de la respuesta, y una optimización numérica 
mediante funciones de deseabilidad, para encontrar las condiciones que 
proporcionan la mejor respuesta, utilizando programas informáticos (Phan 
Than Luu, 1993).
En primer lugar, se llevan a cabo una serie de experiencias prelimi-
nares para disminuir el número de factores a incluir en un estudio poste-
rior de optimización del proceso. A continuación se muestra un protocolo 
inicial (Figura 4.19), con el que se realizan estos estudios sobre pH de la 
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extracción, disolvente dispersante, disolvente extractante, tipo de agitación 
y adición de sal (cloruro sódico).
Figura 4.19. Protocolo previo al diseño de experimentos para la DLLME con antide-
presivos (venlafaxina, escitalopram, fluvoxamina, fluoxetina y sertralina)
4.5.1.1 Estudio del dispersante
Para este estudio se usó un protocolo de extracción con unas 
condiciones generales utilizando 0,5 mL de plasma con adición de 1 
µg/mL de la disolución patrón de mezcla de ATD y 2 mL del disolvente 
de dispersión evaluado. Tras la centrifugación, se transfirió el 
sobrena-dante a otro vial y se añadieron rápidamente 100 µL de 
cloroformo, como extractante y 4,5 mL de agua. Esta disolución fue 
sonicada  3 min  y centrifugada. Después  se tomó  la gota, que se 
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evaporó a sequedad, se re-constituyó con 100 µL de fase móvil y se 
inyectaron 5 µL en el UPLC.
Los disolventes dispersantes que se estudiaron fueron: acetonitrilo, 
acetona y metanol. Estos tres disolventes actúan con una doble función 
ya que se usan para precipitar las proteínas plasmáticas, antes de prose-
guir con la extracción. La Figura 4.20 muestra que los mejores resul-
tados se obtienen con acetonitrilo para todos los antidepresivos, por lo 
tanto es el dispersante seleccionado.
Figura 4.20. Estudio comparativo de varios dispersantes para la DLLME 
4.5.1.2 Estudio del extractante
En este apartado se pretende elegir el mejor extractante para 
llevar a cabo la microextracción. Los disolventes estudiados son: 
cloroformo (CHCl3), tetracloruro de carbono (CCl4), tetracloruro de 
etileno (C2Cl4), clorobenceno (C6H5Cl), diclorometano (CH2Cl2) y 
dicloroetano (C2H4Cl2). En la Figura 4.21 se muestran los resulta-
dos obtenidos. Para la venlafaxina, escitalopram y fluvoxamina se 
obtienen recuperaciones similares cuando se utiliza cloroformo o di-
clorometano. Sin embargo, para la fluoxetina y la sertralina las me-
jores recuperaciones se obtienen con cloroformo, por lo tanto éste ha 
sido el extractante seleccionado.
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Figura 4.21. Estudio comparativo de varios extractantes para la DLLME 
4.5.1.3 Estudio del modo de agitación
A continuación se probaron diferentes modos de agitación: ul-
trasonidos (US), manual, vortex y sin agitación. El tiempo se mantiene 
constante en 3 minutos para los diferentes tipos de agitación. La Figura 
4.22 muestra que existen bastantes similitudes en los resultados obte-
nidos para la venlafaxina, escitalopram y fluvoxamina usando los dife-
rentes modos de agitación, sin embargo, los ultrasonidos proporcionan 
unas mejores recuperaciones en el caso de la fluoxetina y sertralina, por 
lo tanto se ha elegido la agitación con ultrasonidos.
Figura 4.22. Estudio comparativo de varios tipos de agitación para la DLLME
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Una vez elegido el modo de agitación, se ha variado el tiempo 
entre 3 y 5 min para llevar a cabo la extracción. La Figura 4.23 indica 
que al aumentar el tiempo de agitación, se produce un efecto negativo 
sobre la eficacia de la extracción, por lo tanto se selecciona el tiempo 
de 3 minutos.
 
Figura 4.23. Estudio comparativo de varios tiempos de agitación con ultrasonidos
4.5.1.4 Estudio de la adición de sal
En este apartado se ha estudiado la necesidad o no de adicionar 
sal para llevar a cabo la extracción. Dependiendo de la naturaleza de los 
analitos, la adición de la sal en la muestra puede tener varios efectos, 
como por ejemplo disminuir la solubilidad y como consecuencia me-
jorar el proceso de extracción a causa del efecto salting-out (Psillakis, 
2003). El efecto de la fuerza iónica ha sido estudiado sin añadir NaCl 
y añadiendo 0,5 g de NaCl (Figura 4.24). Para la fluvoxamina, fluoxe-
tina y sertralina se obtienen mejores recuperaciones sin la adición de 
sal. Por el contrario, para venlafaxina y escitalopram los resultados con 
adición y sin adición de sal son similares. La razón puede ser que el 
extractante disminuya su solubilidad en la fase acuosa y esto se refleja 
en una gota más grande, disminuyendo la recuperación. Por lo tanto, se 
determinó que es más favorable no adicionar sal.
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Figura 4.24. Estudio comparativo de la DLLME con y sin adición de sal
4.5.1.5 Diseño de screening
Para estudiar la influencia de algunos factores en el proceso de 
extracción se realiza inicialmente un diseño de screening (Tabla 4.16). 
La matriz de experiencias y el plan de experimentación se muestran en 
las Tablas 4.17 y 4.18, respectivamente.
Tabla 4.16. Dominio experimental



















Tabla 4.17. Matriz de experiencias
Nº Exp X1 X2 X3 X4
1 1 1 1 1
2 1 2 2 2
3 1 3 3 3
4 2 1 2 3
5 2 2 3 1
6 2 3 1 2
7 3 1 3 2
8 3 2 2 3
9 3 3 1 1
X1: pH, X2: volumen acetonitrilo, X3: volumen cloroformo, X4: tiempo US
Tabla 4.18. Plan de experimentación





1 4 7,36 1 50 1
2 8 7,36 2 100 2
3 7 7,36 3 200 3
4 9 8,34 1 100 3
5 1 8,34 2 200 1
6 6 8,34 3 50 2
7 3 9,50 1 200 2
8 2 9,50 2 50 3
9 5 9,50 3 100 1
Las respuestas a los experimentos, como áreas de los picos cro-
matográficos obtenidos para las muestras (Tabla 4.19), se han analiza-
do con el programa NemrodW (Mathieu y col, 2000).
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xina Escitalopram Fluvoxamina Fluoxetina Sertralina
1 4982 20575 30663 47831 746
2 17121 341293 147936 335309 18178
3 38503 472196 252608 477182 24185
4 39477 405767 218684 314771 16572
5 35442 411391 188195 299364 23170
6 0 0 0 0 0
7 41538 383108 148533 195395 10973
8 0 17191 0 2988 0
9 24541 294912 132043 273235 15203
La influencia de los distintos niveles de cada factor sobre la res-
puesta de cada compuesto se observan mediante los gráficos de pesos 
delta y los gráficos de efectos totales (Figuras 4.25-4.29).
Pesos delta
Se representan los efectos relativos cuando se produce un cambio 
de nivel para cada variable. La longitud de las barras es proporcional 
a la amplitud de efecto relativo. Las barras se dirigen hacia la derecha 
cuando el efecto es positivo y hacia la izquierda cuando es negativo. 
Las líneas discontinuas indican los límites de significación estadísti-
ca. Si las barras de los efectos sobrepasan estas líneas, el efecto del 
nivel considerado, es estadísticamente significativo sobre la respuesta 
estudiada.
Efectos totales
Son gráficos que permiten comparar los efectos relativos sobre la 
respuesta de un cambio de nivel en una variable. Se representan bajo la 
forma de diagrama de barras en los que la longitud de cada barra es pro-
porcional al valor del efecto de cada nivel del factor sobre la respuesta.
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Figura 4.25. Influencia de los factores para la venlafaxina
Figura 4.26. Influencia de los factores para el escitalopram
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Figura 4.27. Influencia de los factores para la fluvoxamina 
Figura 4.28. Influencia de los factores para la fluoxetina
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Figura 4.29. Influencia de los factores para la sertralina
Aunque no aparece ningún efecto estadísticamente significativo en 
las gráficas de Pesos Delta (Figuras 4.25-4.29) se pueden sacar las si-
guientes conclusiones:
Tiempo US: usando 3 min de US se obtienen mejores resulta-
dos (barras más largas) para venlafaxina, escitalopram, fluvoxamina y 
fluoxetina. Los resultados para sertralina fueron similares usando 1 o 3 
min, pero mejores que con 2 min. Por tanto, se tomaron 3 min de US 
como el tiempo más adecuado.
pH: en esta variable los datos no son concluyentes, pH 8 fue mejor 
para venlafaxina, pero pH 7 favorece la extracción de fluoxetina. En los 
otros casos, pH 7 y 8 permiten obtener resultados similares.
Volumen ACN: en esta variable los datos no son concluyentes 
pues 1 mL proporciona el mejor resultado para venlafaxina, mientras 
que en los otros casos no es significativa la diferencia de volumen.
Volumen cloroformo: se observa que al cambiar del nivel bajo de 
volumen de cloroformo (50 µL) a uno más alto (200 µL) se produce un 
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efecto positivo en las respuestas. Se observó que 200 µL conduce a una 
respuesta superior en todos los compuestos.
Por tanto, en base a los gráficos de pesos delta y efectos totales se 
fijan las siguientes condiciones: 
• 200 µL de cloroformo
• 3 minutos en el baño de ultrasonidos
       Las variables de pH y volumen de acetonitrilo fueron optimizadas 
con un diseño tipo pentágono de superficie de respuesta para 
profundizar en el estudio de estas dos variables.
4.5.1.6 Diseño de superficie de respuesta
El dominio experimental se muestra en la Tabla 4.20, según 
el cual el volumen de ACN se estudió en el intervalo de 0,8 y 3,5 mL, 
mientras que el pH fue estudiado entre 7,1 y 9,7. La matriz de expe-
riencias en la Tabla 4.21 y el diseño de experimentos en la Tabla 4.22.
Tabla 4.20. Dominio experimental para el diseño pentágono
Factor Centro Niveles de variación
U1 Volumen ACN 2,0 1,5
U2 pH 8,4 1,4
Tabla 4.21. Matriz de experiencias para el diseño pentágono











Tabla 4.22. Plan de experimentación para el diseño pentágono 
Nº Exp Rand Vol ACN (mL) pH
1 1 3,5 8,4
2 2 2,5 9,7
3 8 0,8 9,2
4 5 0,8 7,6
5 4 2,5 7,1
6 6 2,0 8,4
7 3 2,0 8,4
8 7 2,0 8,4
Las áreas de los picos cromatográficos obtenidos para las muestras pro-
cedentes de las experiencias del diseño (Tabla 4.23) se han analizado 
con el programa NemrodW (Mathieu y col, 2000), y a partir de es-
tos resultados se obtienen las superficies de respuesta mostradas en las 
Figuras 4.30-4.34.
Tabla 4.23. Áreas de los picos cromatográficos obtenidas  
en el diseño pentágono
Núm. exp Venlafaxina Escitalopram Fluvoxamina Fluoxetina Sertralina
1 20575 520624 249405 460611 24576
2 41222 648835 298550 441430 27649
3 59843 247486 80736 124721 9357
4 25245 133123 33940 53806 2689
5 9924 504560 201450 513123 23312
6 17074 552669 212015 301604 17002
7 54287 535707 197271 271909 23605
8 53633 527953 178383 281782 19615




En la Figura 4.30 se puede ver la superficie de respuesta de la venlafa-
xina en el plano pH-volumen ACN. La gráfica indica que la extracción 
de dicho antidepresivo se realiza mejor a un pH medio-alto y un volu-
men intermedio de ACN. La extracción del escitalopram (Figura 4.31) 
podría realizarse a cualquier pH y con un volumen intermedio-alto de 
ACN. Para la fluvoxamina (Figura 4.32) las condiciones óptimas de 
extracción se obtienen con valores altos de ambos factores. La fluoxe-
tina (Figura 4.33), sin embargo, se extrae mejor a pH bajo y con un 
volumen alto de ACN. Finalmente para la sertralina (Figura 4.34) se 
puede ver que las condiciones óptimas se obtienen a cualquier pH y con 
un volumen alto de ACN. Por lo tanto, se concluye que:
La extracción de todos los antidepresivos se realiza eficazmente a 
volúmenes intermedios-altos de acetonitrilo. Para la venlafaxina, y la 
fluvoxamina se obtienen mejores resultados a pH altos. En el caso del 
escitalopram las condiciones de extracción óptimas se consiguen a pH 
intermedios-altos. La fluoxetina se extrae mejor a pH bajos. La extrac-
ción de la sertralina se podría realizar a cualquier pH. 
En problemas de optimización multi-respuesta se busca encontrar una 
solución de compromiso donde todas las respuestas tengan su valor óptimo. 
Por lo que se recurre a utilizar un algoritmo basado en funciones de desea-
bilidad mediante el software NemrodW. Este algoritmo permite la obten-
ción de condiciones óptimas de extracción simultánea de los compuestos 
estudiados sin realizar experiencias adicionales. Para ello, se propone una 
función de transformación de las respuestas que tengan un grado de confor-
midad adecuado para cada respuesta. Se define la función de deseabilidad 
)( ij Ydd =  ),...,1( rj = para cada respuesta y una D global calculada como 
la media geométrica de las deseabilidades individuales jd . Cuando jd  se 
aproxima a 0 indica la ausencia de conformidad con la respuesta deseada y 
cuando jd se aproxima a 1 indica total conformidad.
En la gráfica 3D (Figura 4.35) se observa una zona alta de meseta 
donde se encontrarán los valores óptimos de extracción de los antide-
presivos para los factores estudiados. Se puede ver que la mejor res-
puesta se obtiene para pH altos y volúmenes intermedios-altos. En la 
gráfica 2D (Figura 4.36) se muestra que la deseabilidad está próxima a 
1 con valores altos de pH y volúmenes intermedios-altos de ACN.
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En la Tablas 4.24 y 4.25 se muestran las coordenadas del máximo y sus 
características.
 
Tabla 4.24. Coordenadas del máximo
Variable Valor Factor Valor
X1 0,628728 Vol. ACN 2,9
X2 0,777625 pH 9,5
Tabla 4.25. Características del máximo
Respuesta
Nombre de la 
respuesta
Valor di(%) Peso di min(%) di máx(%)
Y1 Venlafaxina 60286,49 100,00 1 100,00 100,00
Y2 Escitalopram 632970,45 100,00 1 100,00 100,00
Y3 Fluvoxamina 303283,94 100,00 1 100,00 100,00
Y4 Fluoxetina 442813,97 100,00 1 97,57 100,00
Y5 Sertralina 27308,55 100,00 1 99,45 100,00
Deseabilidad 100,00 99,45 100,00
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El programa estadístico proporcionó unas condiciones óptimas de 
2,9 mL de ACN y pH 9,5. A la vista de la Figura 4.35, el óptimo aparece 
como una superficie en forma de meseta en la que se han buscado unas 
condiciones de trabajo en el laboratorio más idóneas para las que se ve-
rificaron su efectividad. Se puede concluir que las condiciones óptimas 
de extracción de venlafaxina, escitalopram, fluvoxamina, fluoxetina y 
sertralina en muestras de plasma, utilizando microextracción liquido-lí-
quido dispersiva (DLLME), son:
• 200 µL de cloroformo como agente extractante
• 3 minutos de agitación en el baño de ultrasonidos
• 2,5 mL de acetonitrilo como agente dispersante
• pH de extracción 9,8.
4.5.2 Validación de los Métodos Analíticos (UPLC-PDA y 
UPLC-MS/MS)
4.5.2.1 Validación del método analítico (UPLC-PDA)
4.5.2.1.1 Linealidad y Análisis de regresión
Para el estudio de la linealidad del método, se preparan di-
soluciones-mezcla en plasma de 0,02; 0,1; 0,2; 0,4; 1; 2 y 5 µg/mL para 
cada uno de los antidepresivos en estudio, se realiza la microextracción 
líquido-líquido dispersiva y se aplica el método cromatográfico pre-
viamente optimizado (UPLC-PDA). Como en la extracción se parte de 
500 µL de plasma y el extracto seco se reconstituye en 100 µL de fase 
móvil, las concentraciones postextracción son 5 veces mayores que las 
concentraciones iniciales, es decir: 0,1; 0,5; 1; 2; 5; 10 y 25 µg/mL. A 
continuación se realiza un análisis de regresión y se establece una fun-
ción de calibrado basada en un modelo matemático lineal del tipo  y = 
ax + b, donde y es el área bajo la curva del pico cromatográfico y x es 
la concentración inicial. También se obtiene el coeficiente de determi-
nación (R2), que muestra la bondad del ajuste de la recta de calibrado, 
siendo igual o superior a 0,998 para los antidepresivos de interés. 
En base a los criterios establecidos por la FDA (2001) y la ICH 
(2005) para la validación de métodos cromatográficos, se observa una 
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buena linealidad, tal y como se pone de manifiesto en los resultados del 
análisis de regresión de los antidepresivos en plasma (Tabla 4.26).
Tabla 4.26. Análisis de regresión de los antidepresivos en plasma
Analito Pendiente (a) Ordenada en el origen (b) R2
Mirtazapina 22803 831 0,999
Venlafaxina 50097 123 0,999
Escitalopram 26052 -276 0,999
Fluvoxamina 5717 50 0,998
Fluoxetina 9011 -239 0,999
Sertralina 12376 -87 0,998
4.5.2.1.2 Límites de detección y cuantificación
Los límites de detección (LOD) y límites de cuantifica-
ción (LOQ) obtenidos se muestran en la Tabla 4.27. Los límites de 
detección oscilan entre 4 ng/mL (mirtazapina, venlafaxina y sertrali-
na) y 5 ng/mL (escitalopram, fluvoxamina y fluoxetina). Los límites 
de cuantificación varían entre 12 ng/mL (mirtazapina) y 17 ng/mL (es-
citalopram, fluvoxamina y fluoxetina). Los resultados obtenidos son 
adecuados para los objetivos propuestos y son similares o menores que 
los reportados por otros autores (Tournel y col, 2001; Frahnert y col, 
2003; Sabbioni y col, 2004; Greiner y col, 2007; Sempio y col, 2014).
Tabla 4.27. Límites de detección y cuantificación de los antidepresivos
Mirtazapina Venlafaxina Escitalopram Fluvoxamina Fluoxetina Sertralina
LOD (ng/
mL)
4 4 5 5 5 4
LOQ (ng/
mL)
12 13 17 17 17 13
4.5.2.1.3 Selectividad
La selectividad es la capacidad de un método ana-
lítico de distinguir y cuantificar el analito en presencia de otros 
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componentes de la muestra. La aplicación del proceso de extracción 
a muestras de plasma libre de drogas demuestra la ausencia de com-
puestos interferentes en las regiones cromatográficas de los analitos 
estudiados, poniéndose de manifiesto por tanto una excelente selec-
tividad, como se aprecia en la Figura 4.37.
Figura 4.37: Dos cromatogramas UPLC-PDA: (1) Plasma con los antidepresivos (1 
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4.5.2.1.4 Precisión, Exactitud y Recuperación
La precisión se calculó en términos de %RSD (desvia-
ción standard relativa) ó %CV (coeficiente de variación), para tres 
niveles de concentración (0,02; 0,2 y 2 µg/mL), a partir de una recta 
de calibrado de adición inyectada el mismo día que los tres niveles 
de control (n=5) para el estudio intra-día, y a partir de rectas de 
calibrado inyectadas en 5 días diferentes para el estudio inter-
día. Los resultados de las desviaciones estándar relativas (Tabla 
4.28, Figuras 4.38 y 4.39) son satisfactorios, ya que están 
comprendidos entre un 1,8% y un 7,5% para los ensayos intra-día 
y entre un 2,7% y un 8,0% para los ensayos inter-día. Estos valores 
son menores que los reportados por Rodrígues Chaves y col 
(2009-UV), Bahrami y col (2009-FLD), He y col (2005-MS), 
Amundsen y col (2013-MS) y Bazregar y col (2016-MS), que 
usaron cromatografía líquida acoplada a diferentes detectores: 
ultravioleta (UV), fluorescencia (FLD) y espectrometría de masas 
(MS).
Tabla 4.28. Precisión intra-día e inter-día para los antidepresivos (N=5)
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Figura 4.37: Dos cromatogramas UPLC-PDA: (1) Plasma con los antidepresivos (1 


















Figura 4.38. Precisión intra-día (repetibilidad) a 3 niveles de concentración (N=5) 
 
 
Figura 4.39. Precisión inter-día (reproducibilidad) a 3 niveles de concentración 
(N=5) 
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La exactitud fue calculada en términos de % recuperación, usando el 
método propuesto (UA-DLLME/UPLC-PDA), a tres niveles de concentra-
ción (0,2; 1 y  2 μg/mL), para cada antidepresivo (Tabla 4.29 y Figura 4.40). 
La relación entre la fracción recuperada y la real se denomina porcentaje de 
recuperación, y los valores obtenidos se consideran adecuados porque osci-
lan entre un 96% y un 109% para la concentración baja, entre un 94% y un 
102% para la concentración intermedia, y entre un 93% y un 109% para la 
concentración alta. Los resultados fueron similares o mayores que los obte-
nidos por otros autores, que usaron extracción líquido-líquido (Vlase y col, 
2005; Bahrami y col, 2009) o extracción en fase sólida (Saracino y col, 
2006; De Castro y col, 2008). Sin embargo, en los últimos años se han pu-
blicado recuperaciones superiores para algún antidepresivo de los estudiados 
en esta tesis doctoral. Así, Unceta y col (2010), Ghambarian y col (2012), 
Amundsen y col (2013) y Lin y col (2016) reportan valores de 87-110%, 88-
109%, 82-100% y 79-106%, respectivamente, después de utilizar diversos 
procedimientos de extracción (Tabla 4.30).
Tabla 4.29. Recuperación de los antidepresivos a tres niveles de concentración (N=5) 



























97 (5,9)1 95 (7,6)
2 94 (5,9)
%
Figura 4.40. Recuperación de los antidepresivos a 3 niveles de concentración (N=5)
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Tabla 4.30. Otros métodos de cromatografía líquida para el estudio de  
























Sangre LLE / DAD 30-2000 10-20 / 20-30 1,8-6,8
Labat, 2002
18 ATDsSuero SPE / UV 5-500 1,1-10,2 0,9-10,2 75-99Frahnert, 2003
Fluoxetina
NorfluoxetinaPlasma LLE / UV 
100-1600 
nmol/L























5-1000 0,70-2,17 /5 5,1-8,2 95-103
Kirchherr, 
2006
FluvoxaminaPlasma SPE / UV 5-160 1,7 / 5 2,3-4,0 93-98Saracino, 2006
10 ATDsPlasma LLE / UV 5-2000 ND / 5-10 <10 72-86Malfará, 2007
Citalopram





















Plasma SPME / UV 40-500 5-20 / 20-50 1,09-7,80 95,5-102,8
Gonçalves 
Silva, 2008
VenlafaxinaPlasma CPE / FLD 10-800 < 2 / < 10 0,6-9,6 93-96Qin, 2008



















CitalopramPlasma MEPS / UV 5-500
0,13-0,36/ 













































































MS-MS 3-700 ND / 3-5 < 13 67-84
Miranda, 
2016





















5-1500 ND / 5-15 1,0-9,5 51-99Chen, 2017


























6-1500 0,2-0,8 / ND 1,5-15,3 52,5-100,3
Steuer, 
2018
*ATDs: antidepresivos; CE: capilar electrophoresis; CPE: cloud-point extraction;
CS: column switching; HF-LLLME: three-phase hollow fiber-microextraction; LLE: 
liquid-liquid extraction; MISPE: miniaturized molecularly imprinted solid-phase 
extraction; ND: not described; QuEChERS (quick, easy, cheap, effective, rugged, 
safe); SBSE: stir bar sorptive extraction; SPE: solid-phase extraction; UA-LDS-DLL-
ME: ultrasound-assisted-low-density solvent-dispersive liquid–liquid microextraction
4.5.2.1.5 Aplicación del método a casos reales de 
intoxicación
Una vez que el método analítico fue validado, éste se apli-
có a 24 muestras de plasma procedentes de sujetos intoxicados o a tra-
tamiento con antidepresivos, usando DLLME-HPLC/PDA. En la Tabla 
4.31 se observa que 16 de los sujetos estudiados consumieron además 
otras sustancias, tales como benzodiacepinas (8 casos), analgésicos (6 
casos), drogas de abuso (4 casos), otros antidepresivos (4 casos) o alco-
hol (2 casos). En nueve individuos se detectó la presencia de tres o más 
sustancias activas, que pueden sumar o incluso potenciar los efectos del 
antidepresivo; los casos 2, 5, 16 y 19 han dado positivo a opiáceos y/




Tabla 4.31. Concentraciones plasmáticas de los antidepresivos en 24 casos de 
intoxicación





Escitalopram 40 Codeina, Morfina, THC, 
Metamizol, IbuprofenoFluoxetina 24
3 Venlafaxina 564 Ibuprofeno, Metamizol
4 Venlafaxina 182 Varias Benzodiazepinas
5 Venlafaxina 45 Cocaina, Morfina, Salicilatos
6 Venlafaxina 1060 (tóx) Alprazolam, Naproxeno, 
Ibuprofeno
7 Fluoxetina 170 Varias Benzodiazepinas
8 Venlafaxina 1075 (tóx) Imipramina
9 Venlafaxina 49 ---
10 Venlafaxina 407 Imipramina
11 Venlafaxina 43 Alcohol
12 Venlafaxina 284 ---
13 Venlafaxina 311 ---
14 Venlafaxina 41 Varias Benzodiazepinas




17 Venlafaxina 140 Alprazolam




20 Sertralina 300 ---
21 Venlafaxina 260 ---
22 Venlafaxina 300 Alcohol
23 Escitalopram 130 ---
24 Venlafaxina 580 ---
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Como se puede apreciar en la Figura 4.41, un 75% de los sujetos ha-
bían consumido venlafaxina, un 12,5% fluoxetina, un 8,3% escitalo-
pram, un 4,2% fluvoxamina y un 4,2% sertralina. En la Figura 4.42 se 
muestra un cromatograma del caso real número 4 de la Tabla 4.31, en el 
que se ha aplicado el procedimiento optimizado.
Figura 4.41. Porcentaje de casos positivos de antidepresivos en las muestras analizadas




Según la Tabla 4.32 los niveles plasmáticos de los antidepresivos estu-
diados fueron tóxicos, en dos casos (Moffat y col, 2004), y resultaron 
ser similares a los reportados por Lacassie y col (2000) y Saracino 
y col (2006) para fluoxetina y fluvoxamina, respectivamente. Sin em-
bargo, nuestros resultados fueron mucho menores que los publicados 
por Labat y col (2002) y Sempio y col (2014) para venlafaxina, y por 
Sabbioni y col (2004) para fluoxetina. Por último, también se deben 
destacar algunas publicaciones en las cuales los niveles de antidepre-
sivos son muy inferiores a los encontrados en este trabajo para el esci-
talopram (Greiner y col, 2007), para la fluoxetina (Vlase y col, 2005; 
Saber y col, 2009) o para la sertralina (De Castro y col, 2008) (Tabla 
4.33).
TABLA 4.32 Niveles terapéuticos y tóxicos en muestras de plasma. 






Sertralina 50–250 No reportado
Tabla 4.33. Revisión bibliográfica: concentraciones plasmáticas medias en
intoxicaciones por antidepresivos (ng/mL)

































































TRABAJO 325 85 28 235 300
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4.5.2.2 Validación del Método Analítico (UPLC-MS/MS)
El equipo utilizado para el análisis de seis antidepresivos, in-
cluída la mirtazapina, es un cromatógrafo de líquidos de ultra resolución 
con detección de masas en tándem. Las condiciones experimentales del 
cromatógrafo que se usan se muestran en la Tabla 4.34.
Tabla 4.34. Condiciones experimentales del método UPLC-MS/MS
Equipo UPLC-MS/MS Xevo™ TQ-S
Modo ionización ESI positivo
Modo de trabajo MRM (Multiple Reaction Monitoring)
Columna
Acquity UPLC® BEH Shield RP18 (100 x 2,1 mm, 
1,7 µm)
Voltaje de capilar 0,8 KV
Temperatura gas de secado (N2) 450ºC
Flujo gas de secado (N2) 800 L/hora
Flujo gas de nebulización (N2) 20 L/hora
Presión gas de nebulización (N2) 7 bar
Flujo gas de colisión (Ar) 0,15 mL/min
Temperatura fuente de ionización 100ºC
Tiempo de barrido 0,005 s
El gradiente utilizado para la separación cromatográfica de los an-
tidepresivos se muestra en la Tabla 4.35. La temperatura de la columna 
se mantuvo a 40ºC, el volumen de inyección se fijó en 5 µL y el flujo de 
la fase móvil en 0,5 mL/min.
Tabla 4.35. Gradiente seleccionado para la separación cromatográfica. 






A: Agua ultrapura con 0,1% de ácido fórmico
B: Acetonitrilo con 0,1% de ácido fórmico
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En la Tabla 4.36 se muestra el tiempo de retención de los analitos y las 
transiciones MRM de cuantificación y de cualificación (relación m/z 
del ion precursor à relación m/z del ion producto), además del voltaje 
del capilar y las energías de colisión optimizados para cada transición.














Mirtazapina 0,88 266,06à195,04 48 18 266,06 à71,95 18
Venlafaxina 2,01 278,11à260,18 30 16 278,11à57,96 10
Escitalopram 2,49 325,07à262,09 40 24 325,07à109,02 18
Fluvoxamina 2,72 319,25à71,04 30 24 319,25à44,95 10
Fluoxetina 2,85 310,10à148,08 30 10 310,10à43,91 8
Sertralina 2,90 306,11à275,05 28 24 306,11à158,93 10
tr tiempo de retención; CE energía de colisión
El cromatógrafo UPLC® está acoplado a un detector Waters Xevo TQ-S que 
opera en modo positivo a presión atmosférica de ionización por electrospray 
(ESI). La ionización se estudió en modo positivo. La detección se basa en la 
masa molecular del analito, junto con el modelo de desintegración inducida 
por la colisión de sus iones con un gas inerte (argón). Este es el fundamento 
de “Multiple Reaction Monitoring” (MRM) que produce una alta especifici-
dad para la detección del analito, basada en la transición de masas, y además 
la señal de fondo se elimina casi completamente, lo que permite ensayos muy 
sensibles con alta relación señal/ruido. La adición de isótopos marcados a los 
analitos de interés (patrones deuterados) permite la utilización del método de 
patrón interno en la calibración.
Se ha seguido la Directiva 2002/657/CE, que se refiere al análisis de re-
siduos en alimentos pero que es aceptada en otros campos de análisis, según 
la cual se requieren dos transiciones distintas para confirmar la identidad de 
un compuesto. Las transiciones de cuantificación (MRM 1) y de confirma-
ción (MRM 2), así como los voltajes óptimos del capilar y las energías de 
colisión (CE) correspondientes, se muestran en la Tabla 4.36. El estudio se 
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llevó a cabo mediante la infusión a 20 µL/min, de patrones individuales de 
1 µg/mL, preparados en metanol. Se utilizan unas condiciones generales de 
desolvatación o secado de 200ºC con un flujo de 650 L/h. 
Se optimizaron los siguientes parámetros de MS: voltaje del capilar, tem-
peratura de secado o desolvatación, flujo del gas (N2) de secado o desolvata-
ción, flujo del gas (N2) de nebulización y temperatura de la fuente de ionización. 
En todos los casos se realizaron 6 experimentos. En primer lugar se optimizó 
el voltaje del capilar para cada voltaje, con el fin de obtener la señal máxima 
del ion precursor que correspondería al ion molecular protonado (ESI+), como 
se ve en la Figura 4.43. La mayoría de los compuestos presentaron mayor res-
puesta con un voltaje de capilar de 0,6 kV, pero se tomó un voltaje óptimo de 
0,8 KV por ser determinante su valor en la respuesta de la mirtazapina.
Figura 4.43. Optimización del voltaje del capilar en ESI+ para los antidepresivos estudiados 
(N=3) 
A continuación se optimizó la temperatura del gas de desolvatación o 
secado, como se muestra en la Figura 4.44. La mayoría de los com-
puestos presentaron mayor respuesta al aumentar la temperatura del gas 
de desolvatación o secado. Se fijó una temperatura óptima de 450ºC por 
presentar baja variabilidad en las pruebas realizadas y proporcionar una 
respuesta suficientemente alta para todos los antidepresivos.
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Figura 4.44. Optimización de la temperatura de desolvatación para los  
antidepresivos (N=3)
También se evaluó el flujo de gas de desolvatación (N2), como muestra 
la Figura 4.45. No se observaron diferencias significativas al variar el 
flujo de gas de secado, por ello se seleccionó un valor intermedio de 
800 L/h, que proporcionaba buenos resultados y baja variabilidad en la 
respuesta.




El siguiente parámetro estudiado fue el flujo de gas de nebulización y 
los resultados se presentan en la Figura 4.46. El valor seleccionado y 
que proporcionaba una buena respuesta y baja variabilidad de todos los 
compuestos fue 20 L/h.
Figura 4.46. Optimización del flujo de gas de nebulización para los antidepresivos 
estudiados (N=3)
Finalmente, se optimizó la temperatura de la fuente de ionización, se-
gún la Figura 4.47. La temperatura que proporciona una mejor respues-
ta de todos los compuestos fue 100ºC.
Figura 4.47. Optimización de la temperatura de la fuente de ionización para los 
antidepresivos estudiados (N=3)
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La separación e identificación de los seis antidepresivos estudiados se 
realizó en función de sus tiempos de retención y sus iones de cuantifi-
cación y confirmación, mediante UPLC-MS/MS.
En este tipo de equipos se usa un analizador de triple cuadrupolo (MS/
MS) con una configuración  secuencial, de forma que el primero y último (Q1 
y Q3) actúan como cuadrupolos normales, mientras que el segundo actúa 
como celda de colisión. Los iones que entran en esta celda colisionan entre 
ellos fragmentándose. Los iones formados pasan al Q3 para ser finalmente 
analizados. Con este tipo de detectores se consigue una disminución del ruido 
de fondo, lo que se traduce en un aumento de la sensibilidad.
A continuación, la Figura 4.48, muestra los cromatogramas de 
cada uno de los patrones de antidepresivos de 10 ng/mL y los patrones 
deuterados, utilizando las transiciones MRM que aparecen a la derecha 
de la figura, en cada caso.
Figura 4.48. Cromatogramas individuales de cada patrón de antidepresivos
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Los métodos cuantitativos de análisis de drogas y compuestos psicoac-
tivos, como los antidepresivos, exigen que se determinen una serie de 
parámetros:
• Linealidad
• Límite de detección
• Precisión (en condiciones de repetibilidad y/o reproducibilidad
en laboratorio)




Para estudiar la linealidad del método se inyectaron di-
soluciones patrón que contenían todos los antidepresivos en concen-
traciones de 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10; 50; 100 y 250 ng/mL y los 
patrones internos Fluoxetina-D6, Sertralina-D6 y Venlafaxina-D6 de 
10 ng/mL. En el caso de Venlafaxina y Fluvoxamina, el primer nivel 
del calibrado fue 0,25 ng/mL. Se elaboraron rectas de calibrado para 
cada analito mediante el método de patrón interno con los patrones 
deuterados, en fase móvil, inyectando tres réplicas de cada uno de los 
ocho niveles de concentración considerados (Tabla 4.37). Los datos 
obtenidos permiten la obtención de la ecuación de la recta de regresión 
para cada analito ajustándose a un modelo lineal del tipo y= ax + b, 
donde “a” es la pendiente  y “b” la ordenada en el origen. A partir de la 
ecuación de la recta se calcula el coeficiente de determinación, R2.
Además, se aplicó el método de calibración Matrix-Matched (Tabla 
4.38), que se basa en utilizar, como patrones de calibrado, extractos de 
plasma blanco (sin los analitos de interés) obtenidos con la técnica de 
extracción aplicada en este trabajo (DLLME) y a los que se les adicio-
nan concentraciones de patrones y patrones deuterados, en el mismo 
rango que en el calibrado descrito anteriormente. Con este calibrado se 
evaluó el efecto matriz.
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Tabla 4.37. Parámetros de regresión en el calibrado en fase móvil mediante UPLC-
MS/MS
Compuesto Ordenada en el origen Pendiente R2
Sertralina -0,0889 4,1451 0,9972
Venlafaxina 0,1227 1,0957 0,9991
Mirtazapina 0,0964 0,4024 0,9953
Fluoxetina -0,1031 2,8091 0,9989
Fluvoxamina -1,1852 2,6238 0,9983
Escitalopram 0,2798 4,6971 0,9994
Tabla 4.38. Parámetros de regresión por el método Matrix-Matched mediante 
UPLC-MS/MS
Compuesto Ordenada en el origen Pendiente R2
Sertralina -0,7874 4,6098 0,9968
Venlafaxina 0,2650 1,4363 0,9985
Mirtazapina 0,2679 1,2408 0,9982
Fluoxetina 0,1269 2,3239 0,9982
Fluvoxamina 0,3173 1,8626 0,9991
Escitalopram 2,0121 4,6567 0,9971
A continuación, en las Figuras 4.49 y 4.50 se muestran las rectas de calibrado 
obtenidas para venlafaxina y escitalopram, respectivamente, a modo de ejemplo: 




Figura 4.50. Recta de calibrado en fase móvil (azul) y matrix-matched (rojo) para 
escitalopram
Para evaluar el efecto matriz se utiliza la siguiente ecuación:
Se considera que existe efecto matriz cuando se obtiene un valor 
superior al 10%.
Como se observa en la Tabla 4.39, el escitalopram es el único 
antidepresivo que no presenta efecto matriz, siendo la mirtazapina 
la que posee este efecto de manera más acusada. La fluoxetina y la 
fluvoxamina presentan un efecto de supresión de señal mientras que 
para la sertralina, la venlafaxina y la mirtazapina, la matriz induce 
aumento de señal.
Tabla 4.39. Efecto matriz para cada antidepresivo
Sertralina Venlafaxina Mirtazapina Fluoxetina Fluvoxamina Escitalopram
+11,2 +31,1 +208,3 -20,8 -40,8 -0,9
4.5.2.2.2 Límites de detección y cuantificación
El límite de detección (LOD) se define como la cantidad 
más pequeña de analito que puede detectarse en una muestra con una 
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certeza razonable mediante un proceso analítico. El límite de detección 
se calcula analizando n replicados de plasma blanco y aplicando la si-
guiente ecuación considerando señales 3 veces superiores a la señal 
ruido.
YLOD = ȲB + 3SB
donde ȲB representa la señal media del ruído o del blanco y SB 
la desviación estándar correspondiente. La concentración del límite de 
detección (XLOD) se obtiene sustituyendo la señal YLOD en la recta de 
calibrado.
El límite de cuantificación (LOQ) se define como la mínima canti-
dad de analito inyectada que puede dar medidas cuantitativas precisas. 
La señal del límite de cuantificación se considera 10 veces superior a la 
que presenta el nivel de ruido de la línea de base. Se calcula usando la 
siguiente ecuación (Miller y Miller, 2002):
YLOQ = Ȳ + 10SB
En la Tabla 4.40 se muestran los límites de detección y cuantificación 
obtenidos para los antidepresivos estudiados.













Este 0,01 0,1 0,01 0,01 0,1 0,01 LOD
0,1 0,25 0,1 0,1 0,25 0,1
trabajo
0,001 0,0025 0,01 0,15 0,05 0,01 narh, 












4.5.2.2.3 Precisión, Exactitud y Recuperación
La precisión mide la variabilidad de los resultados obteni-
dos cuando una muestra se analiza repetidas veces. Una forma de eva-
luar la precisión es a través de la repetibilidad que mide la variabilidad 
de los resultados en las mismas condiciones, y la precisión intermedia 
que mide la variabilidad de los resultados en diferentes condiciones 
(Harvey, 2002).
Los resultados se expresan por medio del coeficiente de va-
riación, que mide el grado de proximidad de los datos en torno al 
valor de la media, dado en porcentaje. La forma de calcularlo es la 
siguiente:
donde “x” es la media y “s” es la desviación estándar.
Los ensayos intra-día e inter-día se han realizado a tres niveles 
de concentración: 0,5, 5 y 100 ng/mL, como se muestra en la Tabla 
4.41.

































La exactitud es una medida de la proximidad existente entre el valor 
experimental y el valor de referencia aceptado. Los errores que afectan 
a la exactitud se denominan errores sistemáticos y la determinación de 
este parámetro permite conocer el grado en el que los errores sistemá-
ticos afectan a un método analítico (Harvey, 2002). La relación entre 
la fracción recuperada y la real se expresa en términos de porcentaje de 
recuperación.
El estudio de la recuperación se lleva a cabo a tres niveles de con-
centración: 0,5; 5,0 y 100 ng/mL para cada analito, comparando la 
concentración añadida y la concentración obtenida (4 replicados), tal y 
como se recoge en la Tabla 4.42.
Los valores obtenidos son adecuados porque oscilan entre 85,9% y 
104,5%, que son resultados correspondientes al escitalopram (100 ng/
mL) y a la mirtazapina (0,5 ng/mL), respectivamente. En consecuencia, 
se puede concluir que todas las recuperaciones se encuentran próximas 
al 100%, que sería el valor deseado.
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Tabla 4.42: Recuperaciones (%) para tres niveles de concentración (n=4)
Compuesto Concentración (ng·mL-1)
Valor medio 
(ng·mL-1) SD CV (%) Recuperación
Escitalopram
0,5 0,51 7,7 7,5 103,0
5 4,8 5,8 5,9 96,7
100 85,9 10,2 11,8 85,9
Fluvoxamina
0,5 0,49 1,3 1,4 99,0
5 4,5 12,8 14,1 90,3
100 100,9 13,7 13,5 100,9
Fluoxetina
0,5 0,45 6,6 7,2 91,0
5 4,9 10,8 10,7 99,3
100 99,4 4,8 4,8 99,4
Sertralina
0,5 0,43 7,1 8,1 87,0
5 4,8 7,7 7,9 96,5
100 99,9 4,7 4,7 99,9
Venlafaxina
0,5 0,47 4,3 4,6 93,6
5 4,8 4,7 5,0 93,8
100 95,3 1,8 1,9 97,7
Mirtazapina
0,5 0,52 7,5 7,2 104,5
5 4,95 14 14 99,0
100 100 4,9 4,9 100,0
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El trabajo desarrollado en esta memoria ha supuesto una contribución 
al análisis de compuestos bioactivos de interés toxicológico en matrices 
biológicas como plasma y fluido oral.
Las principales ventajas de las metodologías propuestas son la sim-
plicidad, la rapidez y la reducción del consumo de reactivos, así como 
la selectividad y el menor coste del análisis por cromatografía con de-
tector de red de diodos.
La validación de los métodos analíticos desarrollados en términos 
de linealidad, precisión y exactitud ha proporcionado resultados satis-
factorios. Este aspecto es muy valioso en la investigación bioanalítica 
forense de calidad y en el análisis de rutina, ya que finalmente se ela-
bora un informe con los datos analíticos obtenidos, que deben ser de 
confianza.
En resumen, la investigación llevada a cabo para esta tesis doctoral 
ha contribuido ampliamente al desarrollo de metodologías analíticas 
para el control sostenible, en un entorno forense o clínico, de drogas de 
abuso y antidepresivos en una matriz de uso habitual (plasma) y otra 
matriz poco invasiva (fluido oral). 
Las conclusiones más relevantes del trabajo recogido en esta Tesis 
se resumen a continuación: 
1.- Determinación de drogas de abuso en plasma 
• Se ha desarrollado un método de HPLC-PDA para la separa-
ción y cuantificación de 8 drogas de abuso (morfina, 6-acetil-
morfina, codeína, cocaína, benzoilecgonina, cocaetileno, meta-
dona y EDDP) en plasma.
• Se ha propuesto un método de preparación de muestra basa-
do en SPE con cartuchos de extracción Bond Elut Certify que
permitió obtener extractos más limpios, y por consiguiente
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mejores resultados de precisión y exactitud. La principal venta-
ja de SPE es que con un colector de vacío se puede utilizar para 
la extracción y concentración simultáneas de varias muestras.
• Los resultados de validación del método fueron aceptables se-
gún criterios establecidos por la FDA, y similares o mejores
que los publicados por otros autores.
• El método analítico ha demostrado su efectividad en el análisis
de rutina de un laboratorio de toxicología, al ser aplicado a 21
muestras de plasma procedentes de casos de sobredosis. Los
datos obtenidos han permitido elaborar un estudio estadístico
de la presencia de drogas.
2.- Determinación de drogas de abuso en fluido oral 
• Se ha desarrollado un método de HPLC-PDA para la separa-
ción y cuantificación de 7 drogas de abuso (morfina, 6-acetil-
morfina, cocaína, benzoilecgonina, cocaetileno, metadona y
EDDP) en fluido oral.
• Se ha propuesto un método de preparación de muestra basado
en LLE utilizando los dispositivos comerciales Toxitubos A.
Sus principales ventajas son la simplicidad de la técnica y el
bajo consumo de muestra, reactivos y disolventes, lo que faci-
lita el trabajo de preparación de muestra en los laboratorios de
toxicología.
• Se han obtenido resultados de linealidad, precisión y exactitud
(% error relativo) similares a los publicados por otros autores,
que usaron SPE o LLE convencional, y otros detectores croma-
tográficos (UV, MS, MS-MS).
• El método analítico ha demostrado su efectividad en el análisis
de rutina de un laboratorio de toxicología, al ser aplicado a 29
muestras de fluido oral procedentes de consumidores de opiá-
ceos y/o cocaína que estaban bajo un programa de desintoxi-
cación. Los datos obtenidos han permitido elaborar un estudio
estadístico de la presencia de drogas.
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3.- Determinación de antidepresivos en plasma 
• Se ha desarrollado un método de UPLC-PDA para la separación
y cuantificación de 6 antidepresivos (escitalopram, fluoxetina,
fluvoxamina, mirtazapina, sertralina y venlafaxina) en plasma.
El análisis mediante UPLC añade la rapidez a las ventajas de
sencillez y bajo coste del análisis con HPLC convencional.
• Se ha propuesto un método de preparación de muestra basado
en DLLME asistida por US, que ofrece las ventajas de la mi-
niaturización y el coste reducido de los dispositivos utilizados.
Es una técnica rápida y requiere el consumo de microlitros de
muestra y disolventes, que conducen a extracciones más ecoló-
gicas y eficientes.
• Se ha empleado una herramienta quimiométrica para la opti-
mización del procedimiento de extracción de muestras, basada
en el uso de diseños experimentales, que implica un número
reducido de experimentos. En primer lugar, se aplicó un diseño
experimental de screening o cribado para evaluar simultánea-
mente el efecto de cuatro factores que influyen en la DLLME,
así como las principales interacciones entre ellos. A continua-
ción, se utilizó un diseño pentagonal de superficie de respuesta
y funciones de deseabilidad para encontrar las condiciones óp-
timas de compromiso para el volumen de disolvente extractan-
te y el pH.
• Los resultados obtenidos con la validación del método comple-
to mostraron buena linealidad, precisión y exactitud en térmi-
nos de porcentaje de recuperación.
• El método analítico ha demostrado su fiabilidad en el análisis
de rutina de un laboratorio de toxicología, al ser aplicado a 29
muestras de plasma procedentes de individuos vivos y mues-
tras postmortem.
• Además, se obtuvieron resultados comparables para 19 casos
analizados mediante US-DLLME-UPLC-PDA y LLE-GC-
MS. La utilización de la primera técnica presenta las venta-
jas de la simplicidad, la rapidez de la extracción y del análisis
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cromatográfico (menos de 3 minutos), y no requiere una etapa 
de derivatización de los analitos, necesaria para su análisis me-
diante GC-MS.
• Se ha desarrollado un método de UPLC-MS/MS para la deter-
minación de esta familia de compuestos. El uso de esta técnica
que emplea el modo MRM permitió una determinación rápida,
selectiva y sensible de los analitos de interés en los extractos
obtenidos por US-DLLME.
• Se optimizaron los parámetros operacionales para la detección
por espectrometría de masas en modo ESI+, incluido el voltaje
capilar, la temperatura de secado o desolvatación, el flujo (N2)
de secado o desolvatación, el gas de flujo de nebulización (N2)
y la fuente de ionización de temperatura.
• Se ha evaluado el efecto matriz mediante una calibración en
matriz, tipo matrix-matched, y posteriormente se validó el mé-
todo analítico.
• Comparativamente, el método de UPLC-PDA exhibió ventajas
tales como buena resolución, alta sensibilidad, corto tiempo de
análisis y bajo consumo de disolventes, y por lo tanto reducido
coste de análisis. El método de UPLC-MS/MS permitió ade-
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